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Uber die Bestimmung von Cholesterin und Cholesterinestern 
im Muskel. 


Von 
E. Bauer. . 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie Dortmund-Munster.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Februar 1932.) 


Fir die Isolierung von Cholesterin und seinen Estern aus 
Gewebe in moglichst begleitstoffreier Form stehen 2 Wege offen: 
vollstindige Auflésung des Gewebes und dann Extraktion aus 
dem Gemisch oder von vornherein quantitative Kinzelextraktion. 
Der erste scheint im Hinblick auf die vollstaindige Erfassung 
sicherer und ist z. B. von I. Fex?) eingeschlagen worden, dessen 
Methode heute noch als zufriedenstellend anerkannt wird. Sie 
hat aber den Nachteil, daB dadureh die nachfolgende Trennung 
der Bestandteile langwierig ist. I. A. Gardner und F. W. Fox?) 
sind mit dem Prinzip der direkten Extraktion mit Alkohol und 
Ather ebenfalls zu erfreulichen Resultaten gekommen, doch hat 
im Hinblick auf die Dauer der Manipulationen (48 Stunden) ihre 
Methode der Fexschen gegeniiber wenig voraus. Da ein Auf- 
wand von Zeit, wie ihn die angefiihrten Arbeitsweisen beanspruchen, 
die Durehfiihrung von Serienversuchen erschwert, erschien es 
notwendig, eine Abkiirzung des Verfahrens der direkten Extraktion 
auszuarbeiten. 

Geeignete Lésungsmittel fiir Cholesterin wie Aceton, Alkohol, 
Ather, Petrolither lésen auch Cholesterinester gut.) Bei der 
Auswahl des Extraktionsmittels wurde leider bisher zu wenig 
auf die Temperatur der Extraktionen geachtet, denn, ist diese zu 
hoch, tritt rasch Zersetzung von organischer Substanz ein, was 
die gefiirchteten braunen Lésungen zeitigt. Die Extraktion nach 
Gardner und Fox mit Alkohol am RiickfluB ist nicht als Fort- 
schritt zu bezeichnen. Aceton, das ebenfalls mit Wasser mischbar 





1) Biochem. Z. 104, 82 (1920). 
2) Biochemic. J. 18, 1058 (1924). 
3) I.H. Page u. H. Rudy, Biochem. Z. 220, 304 (1930). 
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9 E. Bauer, 
ist, hat den Vorteil, daB es niedriger siedet. Es wird den gestellten 
Anforderungen am besten gerecht. 

Vor der Extraktion ist es wiinschenswert, das Wasser aus dem 
frischen Organ zu entfernen. Aus diesem Grunde hat schon Fex den 
Organbrei mit wasserfreiem Natriumsulfat vermischt (vgl. Tab. 
Nr. 1, 2 und 24). Es geniigt dafiir 2stiindiges Ausziehen mit 
Aceton bei Zimmertemperatur (vgl. Tab. Nr. 23). Erst nach Ent- 
fernung des Wassers ist die folgende 2stiindige Extraktion mit 
Aceton am Riickflu8 erschépfend. Es ist auch noch zu erwahnen. 
daB durch eine solche schonende Extraktion eine Verschiebung 
zu Ungunsten der Cholesterinester infolge Verseifung nicht zu 
befiirchten ist. 

Um die letzten Reste des Cholesterins herauszuholen, folgt 
nun eine Istiindige Extraktion mit Ather am Riickflu8B. DaB 
dieses kurzdauernde Verfahren vdollig ausreicht, beweisen Ver- 
suche, die mit verschiedenen Muskelproben angesetzt wurden. 
Die durch Auflésen des Riickstandes in Natronlauge oder durch 
wiederholte Atherextraktion noch vorgefundenen Cholesterin- 
mengen waren so gering, daB sie oft innerhalb der Fehlergrenze 
der Mikromethode lagen (vgl. Tab. Nr. 3). 

Wenden wir uns der Fixierung des isolierten Cholesterins zu. 
Die colorimetrischen Methoden ergaben nur in seltenen Fallen 
befriedigende Resultate, wie die einschlagige Literatur immer 
wieder zeigt. Bis heute ist Windaus klassische Methode der 
Digitoninfallung nicht wbertroffen worden. 

Wahrend das freie Cholesterin des Hundemuskels mit Hilfe 
der Windausschen Makromethode leicht erfaBt werden kann, 
ist der Prozentgehalt an gebundenem Cholesterin von einer GroBen- 
ordnung, die sich schon in den Fehlergrenzen (1/,°/,) dieser Methode 
bewegt. Ausgezeichnete Dienste leistet hier die von A. v. Szent- 
Gyo6rgyi') zur gravimetrischen Mikrobestimmung umgeformte 
Fallung nach Windaus, die bei Anwendung von 2—5 mg Chol- 
esterin mit der Genauigkeit der Makromethode arbeitet. Der vom 
gleichen Autor vorgeschlagene Ersatz der Wagung durch die 
Oxydation des Digitonincholesterins mit Bichromat und nach- 
folgender Titration fiihrt nach Y. Horiye, sowie nach meinen 


eigenen Versuchen nicht zum Ziel.2) Auch R. Mancke?) bedient 


1) Biochem. Z. 136, 107 (1923); verbessert nach T. Tominaga, ebenda 
155, 119 (1925); bestatigt von Y. Horiye, ebenda 202, 403 (1928). 

2) Biochem. Z. 186, 112 (1923); Y. Horiye, a. a. O, 

3) Biochem. Z. 231, 103 (1930). 
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sich zur Mikroanalyse des Cholesterins im Serum der gravimetrischen 
Bestimmung des Digitonins. 

Wenn man bedenkt, daB die Fehlergrenze der Windausschen Makro- 
methode fiir reines Cholesterin 5°/, betrigt, so darf man das nachstehende 
Resultat fiir die Bestimmung des Cholesterins in der angegebenen Weise im 
Muskel meines Erachtens als befriedigend bezeichnen. Von 40 Parallel- 
versuchen lagen 


22 innerhalb der Fehlergrenze von 0—3°/, 
+ ™ i ‘e » 3—59/, 
10 ,, m 7 » =~, 
nur | ergab 13°/, Fehler (vgl. Tab. Nr. 5—9). 

Die Waschwasser aus einem normalen Versuch wurden mit der Mikro. 
methode auf ihren Gehalt an Cholesterin gepriift. Der feststellbare Verlust 
durch die Waschung lag noch innerhalb der Fehlergrenze der Mikromethode 
(vgl. Tab. Nr. 4). 

Bei der Bestimmung der Ester wurden neuere Erkenntnisse 
bericksichtigt. Die Arbeit von Page und Rudy, welche eine 
Menge Cholesterinester einzeln dargestellt haben, gibt sowohl 
AufschluB wber giinstige Losungsmittel, wie wiber Verseifungs- 
bedingungen, wortiber auch schon Gardner und Fox Angaben 
gemacht haben.!) Letztere wiesen zugleich auf den Unterschied 
der Bedingungen fiir die Verseifung von Estern des Cholesterins 
mit organischen und anorganischen Saéuren hin. Ester des Chole- 
sterins mit anorganischen Siéuren lassen sich nach Gardner 
und Fox mit Eisessig zerlegen. Das Umesterungsprodukt Chole- 
sterinacetat wird dann zusammen mit den Cholesterinestern 
organischer Saéuren durch Alkali verseift. Nach Page und Rudy 
ist jedoch Eisessig ein schlechtes Losungsmittel fiir Cholesterin- 
ester, ein gutes dagegen der Kssigester. Das 4stiindige Kochen 
mit Eisessig nach Gardner und Fox ersetzt man daher zweck- 
miBig durch 1—2stiindiges Kochen mit einer 2°/,igen Loésung 
von Eisessig in Essigester (vgl. Tab. Nr. 10). 

Wenn auf diese Weise die quantitative Bestimmung von freiem neben 
gebundenem Cholesterin gut gelungen ist, so ist die Trennung von organisch 
und anorganisch gebundenem nicht zufriedenstellend und bedarf noch ein- 
gehenderen Studiums der Verseifungsbedingungen einzelner Ester, da Eis- 
essig auch schon einen Teil der erst durch alkalische Verseifung zu bestimmenden 
{ster des Cholesterins mit organischen Séuren spaltet. Man wird sich, solange 
keine besonderen Anforderungen gestellt werden, aus diesen Griinden mit der 


Erfassung des gesamten veresterten Cholesterins begniigen, um so mehr, als 
dessen Menge gegeniiber derjenigen des freien gering ist. 





1) Biochemic. J. 18, 1058 (1924). 
1* 
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Experimenteller Teil. 


Extraktion des Muskels: Der frisch entnommene Hunde- 
muskel (50 ¢; weniger anzuwenden empfiehlt sich beim Hund 
nicht, da sonst die Genauigkeit der Bestimmung des Esterchole- 
sterins leidet, dessen Menge besonders bei alteren Hunden gering 
sein kann) wird in der Fleischmaschine zerkleinert und mit der 
5fachen Menge Aceton bei gewohnlicher Temperatur 2 Stunden 
stehen gelassen. Darauf wird abgenutscht und mit einer neuen, 
gleich groBen Acetonmenge 2 Stunden am RiickfluB gekocht, 
erneut abgesaugt und diese Prozedur schlieBlich mit 1stiindiger 
Atherbehandlung wiederholt. Die vereinigten Filtrate werden bei 
maximal 60° zur Trockne verdampft, filtriert und im Filtrat das 
freie Cholesterin bestimmt. 

Bestimmung des freienCholesterins: Wie schon eingangs erwahnt, 
diente hierzu die Windaussche Digitoninfaillung.') Zu der warmen aceto- 
nischen Cholesterinlésung setzt man warme 1°/, ige Digitoninlésung in 90°/,igem 
Alkohol im UberschuB zu (pro 5 g Frischmuskel 1 cem Digitoninlésung), 1aBt 
mindestens 2 Stunden in der Warme stehen, filtriert und wascht mit Aceton, 
Aceton-Alkohol, Alkohol (wenig; zur Entfernung des iiberschiissigen Digi- 
tonins) und Ather. 

Da es sich im Gang der Untersuchung von selbst ergab, daB die Digitonin- 
fallungen abends vorgenommen wurden, standen sie meist tiber Nacht bei 
Zimmertemperatur und wurden dann am anderen Morgen vor der Filtration 
nochmals erwarmt. Oft kommt es vor, daf8 man die Lésungen, nachdem man 
das gefallte Digitonid abfiltriert hat, nicht sofort weiter verarbeitet und solche 
dann erneut einen Niederschlag geben. Durch Erwairmen auf 60° kann man 
dann feststellen, ob es sich um eventuell noch ausgefallenes, auch in der Warme 
unlésliches Cholesterindigitonid handelt. Meist lést sich der Niederschlag in 
der Warme auf. 

Verseifung der Cholesterinester: Fiir die Verseifung wird 
zweckmibig das Filtrat des Niederschlags vom freien Cholesterin 
samt Waschfliissigkeit bei maximal 70° eingedampft. Der athe- 
rische Auszug des Trockenriickstandes wird nach Filtration wieder 
schonend eingedampft und jetzt mit durehschnittlich 50 cem 
Essigester, enthaltend 1 cem Eisessig etwa 2 Stunden am Riick- 
fluB gekocht. Die noch heiBe Lésung wird im Vakuum (Kisessig) 
vollstiindig abdestilliert (Tropfenfanger, da spritzend!). Der Ruck- 
stand wird mit 50 cem 5°%/jiger Natriumalkoholatlésung (frisch 
bereitet) 1 Stunde am RickfluB gekocht (Fex?). Die noch warme 


1) Vgl. Hoppe-Seyler-Thierfelder, Hdb. d. physiol. und patholog. 
chem. Analyse, 9. Aufl., S. 328 (1924), woselbst nahere Literaturangaben. 
2) Biochem. Z. 104, 82 (1920). 
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Uber die Bestimmung von Cholesterin und Cholesterinestern im Muskel. 


Losung wird mit 25 cem 96°igem Alkohol in einen Scheide- 
trichter gespiilt. Man schiittelt mit 50 cem Ather (pro 830—50 g 
Frischmuskel), setzt 25 cem Wasser zu, schiittelt nochmals und 
wartet, bis sich nach einigem Stehen die Trennungsschicht zeigt. 
Die alkalische Fliissigkeit wird in einem zweiten Scheidetrichter 
noch 2mal mit je 50 cem Ather extrahiert. Die vereinigten Ather- 
extrakte werden nach Zusatz von einigen Tropfen verdiinnter 
Essigsiure mit Wasser bis zu neutraler Reaktion des Wasch- 
wassers gewaschen und eingedampft. 

Die Mikromethode: Das nach dem Verseifen erhaltene Cholesterin wird 
mit 10 cem Aceton in einem kleinen Becherglas gelést und warm mit 2 cem 
2°/,iger Digitoninlédsung in 80°/,igem Alkohol (lést sich erst bei 70—75°!) 
gefallt. Nach 10 Minuten Stehen bei Zimmertemperatur zentrifugiert man, 
wascht 2mal mit 80°/,igem Aceton, indem man die Lésung jeweils 5 Minuten 
bei 45° halt. Die zentrifugierte Restlésung wird jedesmal durch das Filtrier- 
réhrchen abgesaugt, schlieBlich der Niederschlag mit 50 ccm kaltem Aceton 
nachgespiilt und bei 100° im Vakuum getrocknet. 

Parallelversuche an je 50 ¢ Mischmuskel zeigten eine Ab- 
weichung der Esterbestimmung von meist 5—10°/,, berechnet auf 
den niedrigeren Wert (vgl. die Versuche Nr. 5—9, 11—20, 26a, b 
der Tabelle). 

Um das vorstehend beschriebene Verfahren mit anderen, 
bereits bekannten vergleichen zu kénnen, wurden Parallelversuche 
mit den Methoden von Fex, Kumagawa und Suto, Gardner 
und Fox angestellt, von denen in der Tabelle nur die letzteren 
angefiihrt seien, da diese in der Vollstandigkeit der Erfassung 
des Cholesterins sich dem neuen Verfahren am meisten niherten. 

Praparat 21 der Tabelle: Hundemuskel (bic. fem.) wurde 
zerkleinert und je 50 g verwendet. Im Versuch 21a wurde 2 Stunden 
mit kaltem Aceton, 2 Stunden mit Aceton am Riickflu®B und 
1 Stunde mit Petrolaither (Siedep. 70—80°) am RiickfluB extrahiert. 
Gefunden: freies Cholesterin 32 mg = 0,07°/, des Muskelfrisch- 
gewichtes. Die Esterfraktion wurde 1 Stunde mit Ejisessig, dann 
1 Stunde mit Natriumalkoholat verseift: gebundenes Cholesterin 
1,7 mg = 5°/, des freien; Gesamtgehalt 34mg. Im Gegensatz 
dazu wurde im Versuch 2b die Extraktion des Frischmuskels 
nach Gardner und Fox (24 Stunden mit Alkohol im Soxhlet, 
dann dasselbe 24 Stunden mit Ather) durchgefiihrt. Die ent- 
sprechenden Resultate waren: 

Freies Cholesterin 33 mg = 0,07°/,, gebundenes (bestimmt wie 
in 21a) 1,6 mg = 5°/, des freien, und Gesamtcholesterin 34 mg. 
Differenz zwischen beiden Methoden im Gesamtgehalt also 0°/5. 
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Das Priparat 22 unterscheidet sich vom Priparat 21 dadurch, 
daB hier in beiden Versuchen der Muskel mit Aceton kalt und warm 
und mit Ather (vgl. Nr. 2la) behandelt wurde, fiir die Ester- 
hydrolyse dagegen im Versuch 22b die Vorschrift von Gardner 
und Fox angewandt wurde (24stiindige Einwirkung von Natrium- 
alkoholat bei Zimmertemperatur nach 4stiindiger Verseifung mit 
Kisessig), wahrend man bei 22a wie bei 21 verfuhr. Differenz 
zwischen beiden Methoden im Gesamtcholesteringehalt 7°/. 

Praiparat 23: Die Versuchea bis d dienten der auf 8. 2 er- 
wihnten Feststellung, daB eme Behandlung mit kaltem Aceton 
iiber 2 Stunden hinaus zwecklos ist. Des weiteren stellt dieses 
Priiparat eine Wiederholung der beiden vorhergehenden (21 und 22) 
dar und ist in bezug auf den Differenzbetrag (0) zwischen beiden 
Methoden dem Priéparat 21 an die Seite zu stellen. 

Bei den Praparaten 24, 25 und 26 wurde Pferdemuskel ver- 
arbeitet. Bei 24 wurde das Cholesterin in der ersten Acetonfraktion 
gesondert bestimmt (vgl. $.2). Es ist deutlich ersichtlich, daf 
nach Entfernung der Hauptwassermenge aus dem Frischmuskel 
noch etwa !/, des Cholesterins extrahiert werden kann. In diesen 
Priiparaten wurde die Verseifung bei allen in gleicher Weise mit 
Hisessig—Hssigester vorgenommen. Sie unterschieden sich also nur 
zum Teil, wie in der Tabelle angegeben, durch das Extraktions- 
verfahren. Wichtig ist noch der Hinweis auf den Cholesteringehalt 
des nach den Extraktionen verbleibenden Muskeltroekenriickstandes, 
der in einigen Fallen zur Sicherheit nochmals 2 Stunden mit Ather 
im Soxhlet nachextrahiert wurde, jedoch, nach der Mikromethode 
bestimmt, Cholesterinmengen ergab, die auch hier innerhalb der 
Fehlergrenze dieser Methode lagen, also die Annahme der Voll- 
stiindigkeit der Extraktion bekriftigen. Auch?) her wurde zur 
Sicherung der Versuch nach Zusatz einer bekannten Cholesterin- 
menge wiederholt (Versuch Nr. 25d). 


1) Vel. 15 und 16 der Tabelle. 





Untersuchungen in der Saponinreihe. 
X. Mitteilung.?) 
Zur Kenntnis der Mono-oxy-triterpensauren.’) 


Von 


Alfred Winterstein und Gertrud Stein. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fiir Chemie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Miérz 1932.) 


1. Aquivalentgewichte und Bruttoformeln. 


In der V. Mitteilung*) haben wir von den zur Diskussion 
stehenden Formeln der Oleanolsiiure C3,Hj.0,, Ca 9HygO, und 
C.,H;90, die letztere fiir die wahrscheinlichste erklirt. Eine Anzahl 
von Analysen hatte nimlich C-Werte geliefert, die auBerhalb der 
Fehlergrenze fiir die Formel Cy)9H,,0, lagen. Zwischen den beiden 
fur die Ursolsiure in der Literatur angegebenen Formeln Cy )H,0. 
und Cy,H; 90, konnten wir keine sichere Entscheidung treffen.*) 
Ahnliche, ja noch gréBere Unsicherheiten finden sich in den Brutto- 
formeln einer Reihe weiterer Sapogenine und Harzsiuren. Die 
urspringlich fiir Elemolsiure angegebene Formel C,,H,,0, wurde 
vor kurzem von H. Lieb und M. Mladenovic®) durch die For- 
mel CyoH,gO, ersetzt. Danach heBe sich die Elemolsiiure von 
einem Triterpen (C,)H,,)3 ableiten, in welchem ein, einem Isopren- 
rest angehérendes C-Atom zu Carboxyl oxydiert worden ist; in 
cleicher Weise laBt sich die Abietin- bzw. Dihydroabietinsiure 
CyoH3,0, auffassen als Oxydationsprodukt eines  Diterpens 
(CjoH,¢)2, in welchem ebenfalls ein Isopren—C-Atom die Carboxy]- 
gruppe heferte. 

Die sichere Entscheidung, ob Oleanol-, Ursol- und Elemol- 
siure 30 oder 31 C-Atome enthalten, war insofern von Wichtig- 

1) [X. Mitteilung, Diese Z. 202, 222 (1931). 

2) Vorgetragen von G. Stein in der Chemischen Gesellschaft Heidelberg, 
12. Februar 1932. 

3) Diese Z. 199, 64 (1931). 

4) Diese Z. 202, 217 (1931). 

°) Mh. Chem. 58, 59 (1931). 
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keit, als wir einen Vergleich der aus Oleanol- und Elemolsaure 
durch Decarboxylierung und Wasserabspaltung — erhiltlichen 
Kohlenwasserstoffe mit den aus Amyrinen und Lupeol darstell- 
baren ‘Triterpen—Kohlenwasserstoffen C,H, anstrebten. 


Der von K. Beaucourt?) naiher untersuchten Harzsiure des 
Weihrauches (Boswellinsiure) wurde von A. Tschirch und 
Halbey*) die Formel C,,H;,0, zugeschrieben, der sich auch 
K. Beaucourt anschloB. Wir versuchten die Frage zu klaren, 
ob diese Harzsiure sich vom Hederagenin C3,H;,0, durch den 
Mehrgehalt eimer CH,-Gruppe unterscheidet, ebenso wie sich 
Oleanolsiure nach der von uns angenommenen Formel von der 
Elemolsiure um 1 CH, unterscheiden sollte. 


Wie im folgenden dargelegt wird, lassen sich durch Verseifung 
der ,,Boswellinséure‘‘ zwej isomere Sduren gewinnen, denen die 
Formel Cz5H,,0,; zukommt. Die Analysen der «- und /-Boswellin- 
siiure gestatten keine sichere Entscheidung zwischen C3)H,.0, und 
C,,H;903. Hingegen ergab die Aquivalentgewichtsbestimmung der 
Saduren mit Sicherheit die Anwesenheit von nur 30 C-Atomen. 
Die Titrationen wurden nach dem Blockierungsverfahren — Ein- 
schalten von Kontrollbestimmungen (Cholsiure) — durchgefiihrt. 
Fiir Cholsiure wurden Aquivalentgewichte gefunden, die héchstens 
nur um wenige Einheiten vom theoretischen Werte abwichen. Die 
Titration der «- und f-Boswellinsiure lieferte Werte, die eben- 
falls nur um wenige Einheiten von dem fiir die Formel C35H4.0, 
berechneten Aquivalentgewicht, aber 12—16 Einheiten von dem 
fiir die Formel C3,H; 90, berechneten differierten. 

Die Ubertragung dieses Titrationsverfahrens auf Oleanol- und 
Ursolsiiure ergab, daB die von E. Wedekind und W. Schicke?) 
fiir Oleanolsiure und die von C. E. Sando?) fiir Ursolsiure ver- 
tretene Formel Cy9H,,O0, fiir beide Verbindungen richtig ist. Das 
in der IX. Mitteilung®) fiir die Spaltung von Oleanolséure an- 
gegebene Schema ist daher durch folgendes zu ersetzen: 


OH ~ co — H,O , + H, 
'egH ag r . i CoH,;,OH — —P Cap yg ~~ > CopHyas , 
COOH 
Oleanolsdure Oleanol Oleanylen Oleanen 


1) Mh. Chem. 53/54, 897 (1929). 

2) Arch. Pharm. 286, 487 (1898). 

3) Diese Z. 198, 181 (1931). 

4) J. of biol. Chem. 90, 477 (1931). 

5) A. Winterstein u. G. Stein, Diese Z. 202, 222 (1931). 
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d. h. man gelangt durch Decarboxylierung und Wasserabspaltung 
der Oleanolsdéure nicht in die Reihe der aus den Amyrinen erhilt- 
lichen echten Triterpenkohlenwasserstoffe C. )H4,, sondern in die 
Reihe CygH,,; der von uns angestrebte direkte Vergleich dieser 
Kohlenwasserstoffe wird damit hinfallig. 


2. Boswellinsauren. 


Die von K. Beaucourt beschriebene Boswellinsaure stellt ein 
weiBes, amorphes Pulver vom Schmelzp. 150—151° und der Zu- 
sammensetzung C,.H;,0, dar. Sie laBt sich, wie wir fanden, sehr 
leicht in krystallisiertem Zustand und mit einem etwa 100° héheren 
Schmelzpunkt gewinnen. 





Zur Isolierung der Harzséuren schiitteln wir den atherischen 
Extrakt von Olibanum (Weihrauch) mit Bariumhydroxyd, wobei 
die Bariumsalze der Boswellinsiuren neben Bariumsalzen anderer 
nicht krystallisierbarer Saduren ausfallen. Aus dem Gemisch der 
Bariumsalze léBt sich nach Vorbehandlung mit Aceton durch Aus- 
kochen mit Butylalkohol ein krystallisiertes Bariumsalz gewinnen, 
welches eine bei 250—260° schmelzende Saure liefert. Bei der 
Zersetzung des Bariumsalzgemisches mit Siuren erhalt man eine 
harzige Masse, aus welcher die Saure erst nach lingerem Stehen 
auskrystallisiert. Analyse und Aquivalentgewichtsbestimmung der 
so gewonnenen Siure deuten auf die Formel C,.H;.0,. 

Bei der Verseifung der Saure wird 1 Mol Kssigséure ab- 
gespalten: 

Lhe ==. CO + CHCoon 


und es entsteht dabei eine neue Siéiure der Zusammensetzung 
Cop HygOs. 
Im Weihrauch ist also das Acetylderivat einer Mono-oxy-tri- 
terpenséiure enthalten, die Formel ist aufzulosen in 
, OOCCH, 
29 = sep 


Zur Vereinfachung der Nomenklatur bezeichnen wir die in 
Olibanum enthaltene Harzsiiure der Zusammensetzung C,,.H.)0, 
als Acetyl-boswellinsiure, das Verseifungsprodukt Cj 9H,.O0, als 
Boswellinsiure. Ob im Weihrauch neben der Acetyl-boswellin- 
sdure auch freie Boswellinsiure vorkommt, konnten wir nicht ent- 
scheiden; es wire denkbar, daB ahnliche Verhiiltnisse vorliegen 
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wie bei Lupeol, welches im Bresk teils acetyliert, teils als solches 
vorkommt.?) 

Bei der Destillation der Olibanumharzsiuren im Hochvakuum 
erhielt K. Beaucourt neben einem Kohlenwasserstoff betracht- 
liche Mengen Essigsiure. Fiir den Reaktionsmechanismus konnte 
keine klare Deutung erbracht werden. Wir erhielten bei der ther- 
mischen Zersetzung der Séiure 1 Mol Essigsiure und 1 Mol Kohlen- 
dioxyd. Die thermische Spaltung der Acetyl-boswellinsdure er- 
folet gemaB der Gleichung: 

4 | OOCCHS 
“| COOH 
Acetyl-boswellinséure 

Im Hochvakuum erfolgt diese Spaltung sehr glatt, man erhalt 

den Kohlenwasserstoff in einer Ausbeute von etwa 75°/, d. Th. 
3e1 der Destillation der Acetyl-oleanolsiure fanden wir ebenfalls 
1 Mol Essigsiure und 1 Mol CQ,. 

Zur priparativen Darstellung der Harzsiéuren aus Olibanum 
wird das Gemisch der Bariumsalze mit Essigsiiureanhydrid be- 
handelt, wobei das in Kssigsiiureanhydrid sehr schwer losliche ge- 
mischte Anhydrid aus Acetyl-boswellinsiure und Kssigsaéure aus- 
krystallisiert, wahrend groBe Mengen harziger Bestandteile in 
Losung bleiben. Die Boswellinsiure gleicht in ihrem Verhalten 
gegen Hssigsiiureanhydrid ihren Isomeren Oleanol- und Ursol- 
siiure, welche ebenfalls mit Essigsiureanhydrid charakteristische 
Anhydridverbindungen liefern.?) 

Die Anhydridverbindung der Acetyl-boswellinséure wird zur 
Reinigung aus Chloroform—Methanol umkrystallisiert und zur 
Uberfiihrung in Acetyl-boswellinsiure mit einem Gemisch von 
Methanol-Ather verkocht. Die Ausbeute an Acetyl-boswellin- 
255° betrigt etwa 5°/, des angewandten 


C >  CyoH,, + CH,COOH + CO, . 





siiure vom Schmelzp. 250 
Olibanums. 

Beim Umkrystallisieren der Acetyl-boswellinsiure aus Metha- 
nol-Ather (Verdampfen des Athers) andert sich der Schmelzpunkt 
kaum. Lost man die Séure jedoch in viel Methanol und 1]aBt 
langsam auskrystallisieren, so erhalt man Fraktionen, die bel 
270—278° schmelzen und bei weiterem Umkrystallisieren ihren 
Schmelzpunkt nicht mehr wesentlich indern. Die Mutterlaugen 
liefern Fraktionen, die unscharf bei 245—255° schmelzen. 


1) N. H. Cohen, Ree. Trav. Chim. Pays-Bas 28, 368 (1909). 
2) Vel. hierzu A. W. van der Haar, Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 48, 607 


(1929). 
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Die bei 270—273° schmelzenden Fraktionen liefern nach der 
Verseifung ein in Nadeln krystallisierendes Produkt, das bei 230 
bis 235° schmilzt. Aus den bei 245—255° sechmelzenden Frak- 
tionen erhalt man nach der Verseifung eine in glinzenden Blitt- 
chen krystallisierende Siure, die bei 288° schmilzt. Bei weiterem 
Umkrystallisieren dieser Siéiure verindern sich weder Sechmelz- 
punkt, noch spezifische Drehung (|%|p = +114°); aller Wahrschein- 
lichkeit nach ist diese Siure, die wir als «-Boswellinsiure be- 
zeichnen, einheitlich. 

Das aus der bei 270—273° schmelzenden Acetylverbindung 
erhiltliche, bei 230—235° schmelzende Verseifungsprodukt besitzt 
je nach der Darstellung eine zwischen +122 und +135° schwan- 
kende spezifische Drehung. Durch haufiges Umkrystallisieren er- 
hielten wir schlieBlich eime Saéure vom Schmelzp. 238° (nach 
starkem Sintern) und von konstanter Drehung (|%|p = +115°). 
Auch diese tieferschmelzende Siure, die wir als /-Boswellinsiure 
hezeichnen, dirfte ziemlich rein sein. 

Da die «-Boswellinsiure ein kleineres Drehungsvermégen be- 
sitzt als #-Boswellinsiure, kann sie nicht die Beimengung sein, 
welche in den Fraktionen der /-Séure ((a|p = +122—135°) die 
hohere Drehung verursacht. Es ist vielmehr anzunehmen, dab 
neben der g- und /-Boswellinsiure noch mindestens eine stiérker 
rechtsdrehende Saure vorhanden ist. Eine Stiitze fiir diese An- 
nahme bilden die bei der Hochvakuumdestillation entstehenden 
Kohlenwasserstoffe. Bei der Destillation der «%-Acetyl-boswellin- 
siure wird ein Kohlenwasserstoff vom Schmelzp. 153° und | «|p : 
+132° gebildet. Die Destillation der /-Acetyl-boswellinsdiure 
liefert emen in blattchen krystallisierenden MKohlenwasserstoff 
vom Schmelzp. 141° und |a|p = +132°, wahrend eie bei 230 
bis 285° schmelzende Fraktion von /-Boswellinsiure mit einer 
spezifischen Drehung von +133° ein Gemisch zweier Kohlen- 
wasserstoffe liefert, in welehem der bei 141° sechmelzende —- zur 
j-Boswellinsiure gehérende — Kohlenwasserstoff iiberwiegt, der 
zweite, in Nédelchen krystallisterende, bei 125° schmuilzt und ein 
z\p Von +152° besitzt. 

K. Beaucourt erhielt bei der Destillation des rohen Harz- 
siuregemisches einen Kohlenwasserstoff, der eine spezifische 
Drehung von +225° besaB. Bei der Destillation der Mutterlaugen 
von Acetyl-boswellinséure erhielten wir ein bei +185° drehendes 
Gemisch von Kohlenwasserstoffen. Es ist mdglich, daB in 
diesem Gemisch ein sehr stark rechts drehender Kohlenwasser- 
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stoff enthalten ist, der aus einer weiteren Boswellinsaiure ent- 
standen ist. 

Gegen die Annahme, daB die verschiedenen Kohlenwasser- 
stoffe durch verschiedenartig verlaufende Wasser- bzw. Essig- / 
siureabspaltung gebildet werden, spricht der Umstand, daB aus 
der bei 238° schmelzenden #-Boswellinsiure ([«%]p = +118°) nur 


ein einziger Kohlenwasserstoff gebildet wird (Schmelzp. 141°, 
[a|p — +132°),. 


In der nachfolgenden Tabelle sind die charakteristischen 
Daten fiir «- und f-Boswellinsiure angegeben. Der ziemlich parallel 
verlaufende Unterschied in der spezifischen Drehung (in CHCl.) 
der beiden Saéuren und ihrer Derivate kann fiir deren Einheitlich- 
keit sprechen. 























~ a-Reihe p-Reihe Aa—fp Lae ~ ¥ 
Schmp. [a]p |Schmp. [a]p) |Schmp.] [a«]p 
Boswellinsaure . ; 289° -- 115°} 238° + 118,59 + 51° | — 3,5° 
Boswellinsauremethy!]- 
ester . i oe 2149 + 11597 190° (+1169 | + 24°] — 1° 
Acety] - boswellinsaure- 
methylester . 2299 + 68°97 198° + 73° | + 31° 5° 
Acetyl-boswellinsaure . 2429 + 65°} 271° |+ 69° | — 29° | — 4° 
Boswellyen 153° + 182°] 141° +1382° 7 + 129] + 0° 


Ein Vergleich von «- und f/-Boswellinsaure und ihrer 
Derivate mit Oleanol-, Ursol- und Elemolsaéure ergibt, 
daB diese Sauren isomer, aber nicht identisch sind. 

In ihrem physiologischen Verhalten schlieBen sich die Bos- 
wellinsiiuren den isomeren Oxy-triterpensiuren an, sie sind starke 
Fischaifte. 

Experimenteller Teil. 


1. Aquivalentgewichtsbestimmung. 


0,3—0,4 g Substanz wurden in 75 ccm 85°/,igem Alkohol warm gelést 
(10 Minuten Wasserbad) und nach dem Erkalten mit n/20-waBriger Natron- 
lauge und Phenolphthalein als Indicator titriert. Die Titerstellung erfolgte 
unter gleichen Bedingungen mit Benzoeséure. Zur Kontrolle wurden zwischen 
die einzelnen Titrationen Aquivalentgewichtsbestimmungen von Cholsaure 
eingeschaltet. — 

Cholsaure. Bei Einwagen von 0,3—0,4 g wurden in einer Serie folgende 
Aquivalentgewichte gefunden: 





407,5 408.3 407,7  408,1 407,38 407,0 409,6 
408.2. 410,1 4089 407,3 408,7 406,5 408,7 
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Ber. Aquiv.-Gew. 408,3 


Gef. 


Oleanolsaure. 


408,1 im Mittel von 14 Bestimmungen. 


0,4009 g Substanz verbrauchten 17,59 cem n/20-NaQOH. 


0,4025 g 
0,4038 g 
0,4116 g 
0,4093 g 
C39 Hy,05 
C31 H 5003 


99 


99 


99 


Ber. 


Cef. 


Ursolsaure. 
0,4750 g Substanz verbrauchten 20,58 ccm n/20-NaOH. 


0,3746 g 
0,3482 g 
0,3715 g 
0,3465 g 
C39H,,05 
C3,H5093 


99 


99 


°° 


$9 


Ber. 


Gef. 


Aquiv.-Gew. 456,4 


99 


Aquiv.-Gew. 456,4 


99 


Acetyl-ursolsaure. 
0,3568 g Substanz verbrauchten 14,31 cem n/20-NaOH. 


Ber. 


99 


Gef. 


99 


Aquiv.-Gew. 498,4 
a §12,4 


17,64 com n/20-NaQOH. 
17,79 cem n/20-NaOH. 
18,05 ecem n/20-NaOH. 
17,91 cem n/20-NaOH. 


470,4 
455,9 456,4 454,1 455,9 457,0 


16,35 cem n/20-NaOH. 
15,24 cem n/20-NaOH. 
16,16. cem n/20-NaOH. 
15,09 cem n/20-NaOH. 


470,4 
461,7 458,2 456,8 459,9 459,1 


15,21 cem n/20-NaOH. 
14,81 cem n/20-NaOH. 


498,5 501,9 495,7 


0,4080 g Substanz verbrauchten 17,93 cem n/20-NaOH. 


0,3817 g - 
0,3671 g ‘ 
C30H 5904 
C33H5.0, 
Elemolsaure. 
0,4061 g 
0,4101 g 
0,4119 g 
0,4117 g ie 
Cy9H,,0, Ber. 
33 H5903 ” 
Gef. 


17,93 ccm n/20-NaOH. 
18,18 ccm n/20-NaOH. 
18,08 cem n/20-NaOH. 
18,08 cem n/20-NaOH. 


Aquiv.-Gew. 456,4 


99 


a-Boswellinsaure. 
0,4013 g Substanz verbrauchten 17,85 cem n/20-NaOH. 


0,4308 g 


99 


C3 yH, 503 
C3,H5003 


B-Boswellinsaure. 
0,4014 g Substanz verbrauchten 17,69 ccm n/20-NaOH. 


0,4015 g 
0,4025 g 
0,4009 g 
0,4008 g 


Ber. 


99 


Gef. 


$9 





470,4 
455,0 452,9 451,2 455,6 455,6 


18,89 ccm n/20-NaOH. 


Aquiv.-Gew. 456,4 


- 470,4 
449,7 456,1 


17,61 cem n/20-NaOH. 
17,78 cem n/20-NaOH. 
17,71 eem n/20-NaOH. 
17,52 ecm n/20-NaOH. 





16 Alfred Winterstein und Gertrud Stein, 


Cs9H,.0, Ber. Aquiv.-Gew. 456,4 
CHD, 8 «+ ” 470,4 
Gef. és 453,8 455,9 452,8 452,8 457,4 


Acetyl-boswellinsiure (Gemisch von « + f). 
0.3477 g Substanz verbrauchten 14,02 ccm n/20-NaQOH. 


0,4332 g 17,30 ecm n/20-NaOH. 
0,4205 g 16,90 ccm n/20-NaOH. 
0,4168 g 16,80 cem n/20-NaOH. 
0.4247 g 17,20 ecem n/20-NaOH. 
0.4279 g 17,34 ccm n/20-NaOH. 
0,4060 g 16,43 com n/20-NaQH. 
0.4150 g 16,78 ecm n/20-NaOH. 
CyoH; 90, Ber. Aquiv.-Gew. 498,4 

7 ae " 512,4 

Gef. - 496,0 500,9 497,7 496,1 494,0 


493,4 494,2 494,6 


2. Boswellinsaure. 


Darstellung der Acetyl-boswellinsiure aus Oli- 
banum. 2kg@ Weihrauch (Olibanum Trinen elect., J. Gross- 
mann, Hamburg) wurden durch mehrstiindiges Stehen im Eis- 
schrank auf —15° abgekihlt. Nach dieser Vorbehandlung lieBen 
sich die Harztriinen in 2 Chargen durch 1 stiindiges Mahlen in der 
Kugelmiihle zu einem feinen Pulver zerkleinern. Dieses wurde 
mit 4 Liter Ather 48 Stunden geschiittelt, abgenutscht und 4mal 
mit je 1 Liter Ather nachgewaschen. Der atherische Extrakt 
wurde mit 3 Liter gesittigter Bariumhydroxydlésung versetzt und 
nach Zusatz von etwa 100 g fein pulverisiertem Bariumhydroxyi 
100 Stunden geschiittelt. Durch das Schiitteln wird das anfing- 
lich gallertig ausgefallene Bariumsalz feinkérnig und 1]aBt. sich 
cut abnutschen. Nach einmaligem Auswaschen mit 1 Liter Ather 
wurde das Bariumsalz in etwa 1 Liter Ather suspendiert, 24 Stunden 
veschiittelt und auf der Nutsche griindlich mit Ather nachge- 
waschen. Nach dieser Vorbehandlung fiihlt sich das Bariumsalz 
nicht mehr harzig an. Es wurde im Trockenschrank bei 80° ge- 
trocknet und fein pulverisiert. Die Ausbeute an trockenem Bariuin- 
salz betrug etwa 350g. Aus diesem Bariumsalz haben wir die 
Acetyl-boswellinsiure nach drei verschiedenen Methoden dar- 
gestellt, von welchen nur die letztangefiihrte fiir praparative 
Zwecke in Betracht kommt. 





a) Isolierung ibereinkrystallisiertes Bariumsalz. 50 g Barium: | 
salz wurden 2mal mit je 100 ccm Aceton ausgekocht, der Riickstand fein 


pulverisiert, mit 500 cem Butylalkohol einige Zeit gekocht und filtriert. Nach 
langerem Stehen in der Kalte krystallisierte eine kleine Menge Bariumsalz in 
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feinen Blattchen aus. Diese wurden in wenig Methanol unter Zusatz von etwas 
Eisessig in der Warme gelést. Nach 24 Stunden hatte sich die Harzsaure in 
langen Prismen ausgeschieden, die unscharf bei 255° (korr. Berl) schmolzen. 
Zur Analyse wurde 2mal aus Methanol umkrystallisiert und bei 140° im Hoch- 
vakuum zur Gewichtskonstanz getrocknet. Schmelzp. 270°. [a]p =+ 67° 
(in CHCl,). 
3,631 mg Substanz gaben 10,25 mg CO, und 3,265 mg H,0. 
Cy0H;,0, Ber. C 77,05°/, H 10,11°/, 
Gef. ., 76,99 » 10,07 

b) Isolierung durch Zersetzung des Bariumsalzgemisches. 
50 g Bariumsalz wurden mit verdiinnter Salzsiure zersetzt, die Harzsiuren 
in Ather iibergefiihrt, der Ather verdampft und der Riickstand in wenig 
Methanol gelést. Nach etwa 4 Wochen hatten sich reichlich Krystalle gebildet, 
die nach 3maligem Umkrystallisieren aus Methanol bei 268—270° schmolzen 
und eine spezifische Drehung von + 66° (in CHCI,) besaBen. 

3,793 mg Substanz gaben 10,785 mg CO, und 3,34 mg H,0O. 

CyeH5o0, Ber. C 77,05, H 10,11°/, 
Gef. ,, 77,55 » 9,85 

c) Darstellung wtber das gemischie Essigsiure-Ace- 
tyl-boswellinséure-anhydrid. 850g fein pulverisiertes, ge- 
trocknetes Bariumsalz (gewonnen aus 2 kg Olibanum) werden 
mit 400 ccm KEssigsiureanhydrid versetzt und zum Sieden er- 
hitzt. Nach mehrstiindigem Stehen in der Kilte wird die zu 
einem Krystallbrei erstarrte Anhydridverbindung abgenutscht, 
mit etwas Essigsiureanhydrid nachgewaschen und nochmals mit 
300 com Acetanhydrid erwirmt. Nach mehrstiindigem Stehen 
wird abgenutscht und mit KEssigsiureanhydrid nachgewaschen, 
bis dieses vollkommen farblos ablauft. Man erhalt etwa 120 ¢ 
Anhydridverbindung. Zur Reinigung werden 100g in 200 ccm 
Chloroform in der Hitze gelést, heiB abgenutscht, erkalten ge- 
lassen und mit 300 cem Methanol versetzt. Dabei krystallisiert 
das gemischte Anhydrid von Essigsiure—Acetyl-boswellinséure in 
glinzenden Blattchen aus. Um eine Spaltung durch das Methanol 
zu vermeiden, wird sofort abgenutscht und mit wenig kaltem 
Methanol nachgewaschen. 

Zur Analyse wird aus Chloroform-Methanol umkrystallisiert 
und im Hochvakuum getrocknet. Die Anhydridverbindung 
schmilzt bei 220—225°, wird bei weiterem Erhitzen wieder fest, 
um sich bei 260—270° zu zersetzen. 


3,765 mg Substanz gaben 10,38 mg CO, und 3,34 mg H,0. 


3,925 mg ” »  10,86mg CO, ,, 3,385 mg H,O 
4,110 mg - » 11,83 mg CO, ,, 3,475 mg H,0. 
9 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVIII. ~ 








18 Alfred Winterstein und Gertrud Stein, 


_-OOCCH, 
46~CO 
a 
tl ; ’ 
H,CCO Ber. C 75,50°/, H 9,70°/, 
Cy,H;.0, Gef. ,, 75,19, 75,46, 75,18°/, 
» H 9,93, 9,65, 9,45°/, 
Die Bestimmung der aktiven H-Atome nach Zerewitinoff fiel negativ 


( 'ogH 


aus. 

Die Chloroform-Methanolmutterlaugen liefern beim Abdampfen 
noch eine kleine Menge Acetyl-boswellinsiure. 

Zur Uberfiihrung der Anhydridverbindung in die Acetyl- 
boswellinséure wird sie mit der 10fachen Menge eines Gemisches 
von Ather-Methanol (1:1) unter RiickfluB gekocht, bis alles in 
Lésung gegangen ist. Beim Abdampfen des Athers krystallisiert 
die Acetyl-boswellinsaure in feinen Prismen aus. Schmelzp. 250 
bis 255° (korr. Berl). Beim Umkrystallisieren aus wenig Methanol- 
Ather (Verdampfen des Athers) dindert sich der Schmelzpunkt nur 
unwesentlich. Zur Analyse wird im Hochvakuum bei 140° ge- 
trocknet. 


3,897 mg Substanz gaben 11,000 mg CO, und 3,50 mg H,O 

4,002 mg Po »  11,3805mg CO, ,, 3,57 mg H,O. 

4,052 mg i » 11,44 mg CO, ., 3,62 mg H,O. 

3,781 mg ™ » 10,66 mg CO, ,, 3,24 mg H,O 

3,755 mg - » 10,585 mg CO, ., 3,265 mg H,O 
C,.H;,0, Ber. C 77,05°/, H 10,11°/, 


Gef. ,, 76,99, 77,04, 77,00, 76,89, 76,88°/, 
» H 10,05, 9,99, 9,99, 9,60, 9,73°/, 
Bestimmung der aktiven Wasserstoffatome nach Zerewitinoff: 


20,79 mg Substanz gaben 1,05 ccm Methan (0°, 760 mm). 
18,86 mg a » 0,98 com Methan (0°, 760 mm). 


C,.H;,0, Ber. 1 aktives H 0,201°/, 
Gef. aktive ,, 0,225, 0,227°/, 

Trennung von a- und #-Boswellinséure. Das bei der 
Spaltung der Anhydridverbindung erhaltene Gemisch der Acetyl- 
boswellinséuren wurde in Methanol in der Warme gelést und stehen 
gelassen. Uber Nacht hatten sich Prismen ausgeschieden, die bei 
265—270° (korr. Berl) schmolzen. Beim Einengen der Mutter- 
laugen schieden sich weitere Fraktionen ab, die tiber 260° schmolzen 
(6-Acetyl-boswellinséurefraktionen). Bei weiterem Hinengen er- 
hielten wir Fraktionen vom Schmelzp. 250—255°. Diese Frak- 
tionen enthielten neben der hochschmelzenden f-Acetyl-boswellin- 
siiure «-Acetyl-boswellinsiure vom Schmelzp. 241—243°. Sie 
wurden zur Trennung in «- und #-Boswellinsiure zuerst durch 
8stiindiges Kochen mit 10°/, methylalkoholischer Kalillauge ver- 
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seift. Nach dem Ansiuern mit Essigsiure wurde mit Wasser ge- 
fallt, der getrocknete Niederschlag in siedendem Methanol geldést 
und stehen gelassen. Dabei schieden sich gliinzende Blittchen 
von a-Boswellinsiure ab, die wber 280° schmolzen. Beim Ein- 
engen der Mutterlaugen erhilt man unter Umstiinden eine weitere 
ziemlich reine Fraktion von «-Boswellinsiure, in der Regel lieferte 
jedoch die zweite Krystallisation ein Gemisch von «- und anderen 
Boswellinséuren, aus dem durch weiteres Fraktionieren noch reine 
a-Boswellinsiure gewonnen werden konnte. Bei weiterem [in- 
engen der Mutterlaugen wurden Fraktionen erhalten, die in Pris- 
men krystallisierten, bei 230—235° schmolzen und eine zwischen 
+122 und +130° liegende spezifische Drehung besaBen (f-Acetyl- 
boswellinséurefraktionen). Aus 14g einer bei 250—255° schmel- 
zenden Fraktion erhielten wir 4 g reine «-Boswellinsiure. 

Nach Verseifung der gesamten Mutterlaugen der iiber 260° 
schmelzenden Fraktionen von f-Acetyl-boswellinsiiure erhielten 
wir in der ersten Krystallisation aus Methanol ebenfalls reine 
o-Boswellinsiure, waihrend die niachsten Fraktionen einen auf- 
fallend tiefen Schmelzp. (180—190°) und eine spezifische Drehung 
von +1380 bis +184° besaBen. Diese Fraktionen wurden nicht 
weiter untersucht. 

Zur Darstellung der #-Boswellinsiure wurden die iiber 
265° schmelzenden Fraktionen von Acetyl-boswellinsiure mehr- 
mals aus Methanol umkrystallisiert. Die dabei erhaltenen, bei 
271—273° (korr. Berl) schmelzenden Krystallisationen wurden 
durch 3stiindiges Kochen mit 10°/, methylalkoholischer Kali- 
Jauge verseift. Die noch heiBe Lésung wurde mit Elisessig an- 
gesiiuert und mit 50°/jigem heiBem Methanol bis zur eben be- 
ginnenden Triibung versetzt. Beim Erkalten krystallisierten diinne 
Prismen aus, die einen Schmelzpunkt von 2830—235° (nach starkem 
vorangehendem Sintern) besaBen. Die spezifische Drehung dieser 
Fraktion schwankte bei verschiedenen Darstellungen zwischen 
+124 bis +128°. Durch hiaufiges Umkrystallisieren aus Methanol 
erhielten wir schlieBlich eine Fraktion, deren spezifische Drehung 
(+118°) sich bei weiterem Fraktionieren nicht mehr dnderte. 
Schmelzp. 288—240°. Die so gewonnene /-Boswellinsdure diirfte 
ziemlich einheitlich sein. 


Beschreibung der «-Boswellinsaure. 

Die «-Boswellinsiure krystallisiert aus Methanol in sechs- 
eckigen, diinnen Blittchen, die bei 289° (korr. Berl) schmelzen. 
Q* 
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In 100 cem siedendem Methanol lésen sich 1,8 g. In Chloroform, 
Aceton, Ather, Athylalkohol ist die Siure leicht léslich. 

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. 


3,672 mg Substanz gaben 10,61 mg CO, und 3,43 mg H,0O. 
3,835 mg - » 11,085 mg CO, ,, 3,565 mg H,O. 
C,9H,,0, Ber. C 78,88°/, Hi 10,60°/, 
Cy9H 4,0 2» op Oyen »» 9,98 


Cef. ,, 78,80, 78,80 .. 10,46, 10,41 


Spezifische Drehung in Chloroform. 
a-+ 1,22 c= 1,069 /=1 [aji}* =+ 114,1° 
a —-+ 0,52 c=0,452 1=1 [a}]}® =-+ 115,0° 
a =-+ 0,70 c=0,614 1=1 [a]}* —-+ 114,0° 
a-Acetyl-boswellinsaiure. «a-Boswellinsiure wird mit der 10fachen 
Menge Essigsiureanhydrid 1/, Stunde gekocht. Beim Erkalten krystallisiert 
die neutrale Essigsiure-anhydridverbindung in Blattchen aus. Nach dem Um- 
krystallisieren aus Chloroform-Methanol schmilzt sie bei 229—232° (korr. 
Berl), wird bei weiterem Erhitzen wieder fest, um sich bei 267—270° zu zer- 
setzen. Durch Verkochen mit der 10fachen Menge Ather-Methanol (1:1) 
wird die Anhydridverbindung gespalten. Nach dem Abdestillieren des Athers 
krystallisiert die a«-Acetyl-boswellinsiure in langen Prismen aus, die nach 
Umkrystallisieren aus Methanol bei 241—243° (korr. Berl) nach starkem 
Sintern schmelzen. 
Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° getrocknet. 
3,911 mg Substanz gaben 11,08 mg CO, und 3,50 mg H,O. 
3,897 mg . » 11,055 mg CO, ,, 3,525 mg H,0O. 
C32H590, Ber. C 77,05°/, H 10,11°/, 
Gef. ,, 77,27, 77,35°/, », 10,02, 10,12°/, 
Spezifische Drehung in Chloroform: 
a=+0,69 c=1,06 /=1 [a]}* —-+ 65,0° 
a =-+ 0,695 c=1,06 /=1 [a]i* =-+ 65,5° 
«-Boswellinsiure-methylester. Die «-Boswellinséure wurde in be- 
kannter Weise in atherischer Lésung mit Diazomethan verestert. Nach dem 
Umkrystallisieren aus Methanol-Ather (Abdampfen des Athers) erhalt man 
den Ester in kleinen Blattchen, die bei 214—215° (korr. Berl) schmelzen. 
Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° zur Gewichtskonstanz 


getrocknet. 


3,739 mg Substanz gaben 10,84 mg CO, und 3,61 mg H,O. 
3,740 mg ws » 10,83 mg CO, ,, 3,55 mg H,O. 


Gef. ,, 79,07, 78,98 , 10,81, 10,63 
Spezifische Drehung in Chloroform: 
a=-+ 1,51 c= 1,302 /=1 [aj}*=-+ 116,0° 
a=-+-1,21 c= 1,056 7=1 [a]}*=-- 114,7° 
«-Acetyl-boswellinsiure-methylester. «-Acetyl-boswellinsaure 
wurde in bekannter Weise mit Diazomethan verestert und wie der Methy]- 
ester aufgearbeitet. Schmelzp. 229—230° (korr. Berl). , 
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Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° getrocknet. 
3,785 mg Substanz gaben 10,78 mg CO, und 3,56 mg H,0. 


3,779 mg ‘is » 10,765 mg CO, ,, 3,535 mg H,0. 
C33H;20, Ber. C 77,28°%/, H_ 10,23°/, 
ref. ,, 77,67, 77,68 » 10,53, 10,47 


Spezifische Drehung in Chloroform: 
a=+ 0,78 c=1,1388 1=1 [aj}® =+ 68,5° 
a=+ 0,68 c=1,005 /=1 [a])*® =+ 67,6° 
a-Formyl-boswellinsaure. 1g «-Boswellinsiure wird mit einem 
Gemisch von 7 ccm 100°/,iger Ameisensiure und 3 ccm Benzol 3 Stunden 
zum Sieden erhitzt. Beim Erkalten krystallisiert ein Teil der Formylverbindung 
aus. Man verdiinnt mit Wasser und saugt das Benzol im Vakuum ab. Die 
Formylverbindung krystallisiert aus Athylalkohol in feinen Nadeln, die bei 
254—257° (korr- Berl) schmelzen. 


Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° getrocknet. 


3,886 mg Substanz gaben 10,95 mg CO, und 3,45 mg H,0. 
3,840 mg a » 10,82 mg CO, ,, 3,38 mg H,0O. 


Gef. ,, 76,85, 76,85 », 9,94, 9,86 
Spezifische Drehung in Chloroform: 
¢ =+-0,56 c=0,855 1=1 [a]2° =+ 65,59 


Beschreibung der f-Boswellinsaure. 


Die f-Boswellinsiéure krystallisiert aus Methanol in langen 
Prismen, die bei 288—240° (korr. Berl) nach starkem Sintern 
schmelzen. In 100 ccm siedendem Methanol ldsen sich 8g. In 
Chloroform, Ather, Aceton und Athylalkohol ist die Saure leicht 
loslich. 

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. 

3,496 mg Substanz gaben 10,12 mg CO, und 3,27 mg H,0. 


3,355 mg +” - 9,73 mg CO, 3,18 mg H,0. 
3,965 mg - .. 11,485 mg CO, 3,655 mg H,0. 
C3,H,,0, Ber. C 78,88°/, H 10,60°/, 
Cy9H,,0, Ber. ,, 79,22 » 9,98 


Gef. ,, 78,95, 79,09, 79,18 10,47, 10,60, 10,31 


Spezifische Drehung in Chloroform: 
a=+1,20 c=1,016 /=1 [a)i* =+ 118,2° 
a=+41,08 c=0,911 1=1 [a)}* =+ 118,6° 


Die folgenden Derivate der #-Boswellinsiure wurden in gleicher Weise 
dargestellt wie diejenigen der «-Saure. 

B-Acetyl-boswellinsaure. Schmelzpunkt der neutralen Essigsaure- 
anhydridverbindung 226—228° (korr. Berl), Zersetzung bei weiterem Er- 
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vom Schmelzp. 271—273° (korr. Berl). 


Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° getrocknet. 
4,057 mg Substanz gaben 11,445 mg CO, und 3,655 mg H,0. 


hitzen bei 277—280°. Die f-Acetyl-boswellinsdiure krystallisiert in Prismen . 


3,883 mg rm » 10,985 mg CO, ., 3,54 mg H,O. 

3,930 mg +9 »  11,145mg CO, ., 3,545 mg H,O. )3 

3,974 mg 9 » 11,245 mg CO, ,, 3,525 mg H,O. 
C3.H;90, Ber. C 77,05°/, H 10,11°/, 


‘ef. ,, 76,94, 77,15, 77,34, 77,18°/, 
H 10,09, 10,20, 10,10, 9,92 


99 


Spezifische Drehung in Chloroform: 
a=+1,04 c=1,601 /=1 [a]}® =-+ 69,3° 
a =-|- 0,695 c=1,016 1=1 [a])* =-+ 68,4° 


B-Boswellinsiure-methylester. Der Ester wurde sowohl durch 
Methylierung von f£-Boswellinsiure als auch durch Verseifung von f-Acety]- 
boswellinsiure-methylester gewonnen. Durch mehrstiindiges Kochen mit 
10°/,iger alkoholischer Kalilauge wird der Ester nicht verseift. Er verhalt 
sich in dieser Hinsicht wie Oleanol-, Ursolsaure-, sowie Hederagenin-methy]- 
ester. 

Schmelzp. 189—190° (korr. Berl). Zur Analyse wurde im Hochvakuum 
bei 140° zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


3,777 mg Substanz gaben 10,94 mg CO, und 3,615 mg H,0. 


3,899 mg is » 11,33 mg CO, ,, 3,69 mg H,0. 
C;,H;,0, Ber. C 79,08°/, H 10,71°, 
Gef. ,, 79,00, 79,25 », 10,71, 10,60 


Spezifische Drehung in Chloroform: 

a=-+1,14 c=0,984 J=1 [a]}® =+ 116° 

a=+ 1,06 c=0,912 7=1 [a«)}® =+ 116,3° 
Bestimmung der aktiven Wasserstoffatome nach Zerewitinoff: 
18,6 mg Substanz gaben 0,78 ccm Methan (0°, 760 mm). 
15,345 mg * », 0,83 ccm Methan (0°, 760 mm). 


C,,H;.0, Ber. 1 aktives H 0,213°/, 
Gef. aktive ,, 0,187, 0,241 


f-Acetyl-boswellinsadure-methylester. Schmelzp. 197,5—198,5° 
(korr. Berl). Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° getrocknet. 


3,898 mg Substanz gaben 11,035 mg CO, und 3,605 mg H,O. | 


3,511 mg i 7 9,96 mg CO, ,, 3,185 mg H,0. 
C,3H;,0, Ber. C 77,28°/, H 10,23°/, 
Gef. ,, 77,21, 77,37 »» 10,35, 10,16 


Spezifische Drehung in Chloroform: 
a=-+0,79 c=1,071 1=1 [a)/* =+ 73,7° 
a=-+0,85 c=1,150 1=1 [a]}* =+ 73,8° 


B-Formyl-boswellinsaure. 2 g $-Boswellinsiure wurden mit 12 ccm 
100°/,iger Ameisenséure +- 4 ccm Benzol zum Sieden erhitzt. Nach etwa 
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1’, Stunde beginnt die Formylverbindung auszukrystallisieren. Nach weiterem 
1stiindigen Kochen wurde abgenutscht und aus viel absolutem Athylalkohol 
umkrystallisiert. Die Formylverbindung krystallisiert in kleinen Nadelchen, 
die bei 272—275° (korr. Berl) unter Zersetzung schmelzen. Durch die Be- 
handlung mit Ameisensaure tritt bei Boswellinsiure im Gegensatz zu Hede- 
ragenin keine Lactonbildung ein. Die £-Formyl]-boswellinséure ist im Gegen- 
satz zur a-Verbindung in Athylalkohol sehr schwer léslich, ein Umstand, 
der zur Trennung der beiden Sauren dienen kénnte. «- und /-Amyrin lassen 
sich nach unseren Erfahrungen auch recht gut iiber die Formylverbindungen 
trennen. 
Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 140° getrocknet. 


3,738 mg Substanz gaben 10,59 mg CO, und 3,27 mg H,0O. 
C3,H,,0, Ber. C 76,80°/, H 9,99°/, 
Gef. ,, 77,27 »» 9,79 
Spezifische Drehung in Chloroform: 
a=+0,36 c=0,393 /J=1 [a«]2° =+ 91,6° 


Kohlenwasserstoffe. 

Thermische Zersetzung von Acetyl-boswellinsaure. 1 g Acetyl- 
boswellinsiure wurde in einem 50-ccm-Destillierkolben auf 280—360° erhitzt. 
Die entweichenden Gase wurden durch eine mit wenig Wasser beschickte 
Waschflasche (Wasser mit CO, gesattigt), hierauf durch ein Chlorcalciumrohr 
und zum Schlu8 durch ein mit Natronkalk gefiilltes Rohr geleitet. Nach 
Istiindigem Erhitzen wurde kurze Zeit Stickstoff durch die Apparatur geleitet. 
Der Inhalt der Waschflasche wurde mit Natronlauge neutralisiert (verbraucht 
20 ecm n/10-Lauge, berechnet sind fiir 1 Mol Essigsiure 21 ccm) und auf dem 
Wasserbad eingedampft. Der Riickstand wurde aus 96°/jigem Alkohol um- 
krystallisiert, wobei 114 mg Natriumacetat erhalten wurden. Dies entspricht 
71°/, der Theorie. Das Natronkalkrohr hatte 85,8 mg CO, aufgenommen = 
100°/, der Theorie. Ahnliche Werte wurden bei der thermischen Zersetzung 
von Acetyloleanol- und Acetylursolsiure gefunden. 


Hochvakuumdestillation von Acetyl-boswellin- 
siure. 4g  nichtfraktionierte Acetyl-boswellinsiure wurden 
langsam im Hochvakuum destilliert. Bei 255—265° ging der groBte 
Teil als farbloses, bald erstarrendes Ol iiber. Die letzten Anteile 
destillierten bei 285°. Das Destillat wurde in Ather gelést und 
durch Schiitteln mit Barytwasser von sauren Anteilen (800 mg) 
befreit. Nach dem Verjagen des Athers wurde in Ather-Methanol 
(1:1) gelést. Beim Erkalten krystallisierten 2,3 g Kohlenwasser- 
stoff vom Schmelzp. 120—121° aus. Ausbeute 70°/, der Theorie. 
Beim Umkrystallisieren aus Aceton stieg der Schmelzpunkt auf 
127° (korr. Berl). 

Zur Analyse wurde bei 100° im Hochvakuum getrocknet. 


3,898 mg Substanz gaben 12,64 mg CO, und 4,12 mg H,0. 
3,947 mg ™ » 12,75 mg CO, ., 4,145 mg H,0. 
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CopH,, Ber. C 88,23%/, H 11,779, 
Gef. ,, 88,43, 88,10 ,, 11,83, 11,76 


Spezifische Drehung in Chloroform: 


o=+1,00 c=0,541 1=1 [a]s® =+ 184,79 
2 =+1,06 c=0,573 1=1 [a]i® =+ 185,0° 


Bei der Destillation von Acetyl-boswellinsdure, die aus Mutter- 
laugen gewonnen war und sehr unscharf zwischen 240—270° 
schmolz, wurde ein Kohlenwasserstoff vom Schmelzp. 125° mit 
einer spezifischen Drehung von +253,4° erhalten. Die Destilla- 
tion der harzigen Riicksténde, die aus Essigsiureanhydrid- 
mutterlaugen gewonnen worden waren, lieferten einen in 
langen Nadeln krystallisierenden, bei 119—121° schmelzenden 
Kohlenwasserstoff von der spezifischen Drehung +819,5° (in 
Chloroform). 

Kohlenwasserstoff aus a«-Acetyl- boswellinsaure. 
Feine Nadeln vom Schmelzp. 1583—154° (korr. Berl). 


Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 100° getrocknet. 
3,632 mg Substanz gaben 11,78 mg CO, und 3,78 mg H,0. 
C,,H,, Ber. C 88,23°/, H 11,779, 
Gef. ,, 88,45 »» 11,65 
Spezifische Drehung in Chloroform: 
a=+ 1,45 c=1,079 1=1 [a]?° =+ 132,2° 


Kohlenwasserstoff aus f/-Acetyl-boswellinsaure. 
Krystallisiert in glanzenden Blittchen vom Schmelzp. 140—141,5° 
(korr. Berl). 


Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 100° getrocknet. 
3,997 mg Substanz gaben 12,94 mg CO, und 4,145 mg H,0. 


CopH yg Ber. C 88,23°/, H 11,779/, 
Gef. ., 88,29 » 11,61 


Spezifische Drehung in Chloroform: 


a=+1,31 c=0,989 1=1 [a]}? =+ 132,5° 
a=+1,01 c=0,769 1=1 [a]i® =+ 131,4° 


Bei der Destillation von f-Acetyl-boswellinséure, die nicht 
haufig fraktioniert worden war (spezifische Drehung der daraus 
erhaltenen Boswellinsiure =-+- 133°), wurde neben dem oben 
beschriebenen ein in Nadelchen krystallisierender Kohlenwasser- 
stoff erhalten, der bei 125—126° schmolz und eine spezifische 
Drehuny von +151,5° besaB. 
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Untersuchungen in der Saponinreihe. 


Zusammenfassung. 


1. Aus Weihrauchharz lassen sich die Acetylderivate von 
2 Mono-oxy-triterpenséuren (C, ,H,,0, («- und £-Boswellinsiure) 
gewinnen. 

2. a und #-Boswellinsiure sind isomer mit Oleanol-, Ursol- 
und Elemolsaure. 

3. Bei der thermischen Zersetzung der Acetyl-boswellinsiuren 
erhalt man verschiedene Kohlenwasserstoffe der Zusammensetzuny 
CygH4g, Welche isomer, aber nicht identisch sind mit dem aus Oleanol- 
siure erhaltlichen Oleanylen. 


4, In ihrem physiologischen Verhalten schlieBen sich die 
3oswellinséuren den Sapogeninen an, sie sind starke Fischgifte. 


Herrn Prof. R. Kuhn sind wir fiir seine mannigfaltigen Rat- 
schlage zu groBem Dank verpflichtet. Der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft sprechen wir fiir die Uberlassung eines 
Stipendiums unseren besten Dank aus. 








Uber den Farbstoff der Ringelblume (Calendula officinalis). 
Ein Beitrag zur Kenntnis des Bliiten-Lycopins.’) 


Von 


L. Zechmeister und L. v. Cholnoky. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Marz 1932.) 


Unter vielen rein-gelben Bliitenarten fallen die Blumen der 
Calendula durch ihre ausgesprochen mattbraun-r6tliche Schattie- 
rung auf, die eine nahere Untersuchung des Pigments anregte. 

Altere Autoren?) vermuteten mit Unrecht die Anwesenheit 


von Phytosterinestern im Farbstoff, der von einem Sterin nur 


begleitet wird. Vor einigen Jahren hat H. Kylin®) alkoholische 
Ausziige der Ringelblume capillaranalytisch mit folgendem Er- 
gebnis gepriift: ,,Bei der ...... Untersuchung der Extrakte 
erwies es sich, daB die Farbe der Bliiten von Calendula in erster 
Linie von einem carotinoiden Farbstoff bedingt ist, der etwas 
oberhalb des Carotinbandes ein orangerotes Band gibt. Von 
20°/,iger Salzsiure farbt sich dieses Band nicht griin. Krystalle 
von diesem Farbstoff, den ich Kalendulin nenne, habe ich nicht 
herstellen kénnen. Die Farbdiagramme zeigen das Vorhandensein 
von Xanthophyll und sehr geringe Mengen Phylloxanthin (oder 
wenigstens Farbstoffe, die mit diesen nahe verwandt sind). Zwischen 
dem Xanthophyll- und dem Kalendulinband tritt ein schwefel- 
gelbes Band auf, welches von 20°/,iger Salzséure ins Griine ver- 


1) Vorgelegt in der Sitzung der II]. KI. der Ungar. Akademie der Wissen- 
schaften, am 14. Marz 1932. 

2) F. A. Wirth, Uber die Bestandteile der Bliiten der Ringelblume. 
Dissert. Erlangen (1891); A. Kirchner, Beitrige zur Kenntnis der in dem 
Farbstoff der Bliiten der Ringelblume (Calendula officinalis) vorkommenden 
Cholesterinester. Diss. Erlangen (1892); A. Hilger, Zur chemischen Kenntnis 
der Blumenfarbstoffe, Botan. Centr. 57,375 (1894); die letztere Stelle zitiert nach 
L. S. Palmer, Carotinoids and related pigments, 8S. 69. New York (1922). 


3) Diese Z. 168, 229 (1926). 
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firbt wird. Auf dem Platze des Carotinbandes tritt ein gelbes 
Band auf, das doch bald von dem Kalendulinband verdeckt wird.“ 

Kam es auch hier nicht zur Isolierung von krystallisierten 
Praparaten, so folgt aus dem Befund von H. Kylin die zusammen- 
gesetzte Natur des Polyenpigments und die Anwesenheit 
einer Komponente mit betrachtlichen basischen Kigenschaften. 

Nach unserer Beobachtung [ Vorversuche hat schon P. Tuzson 
im hiesigen Institut ausgefiihrt!)] besteht der Calendulafarbstoff 
aus Kohlenwasserstoffen und aus Fettsiureestern von hydroxyl- 
haltigen Carotinoiden. Durch alkalische Verseifung werden die 
letzteren in Freiheit gesetzt und wandern dann bei der iiblichen 
Verteilung zwischen Ather-Petrolither und wasserhaltigem Me- 
thanol in die untere Phase. Schon die einfache Betrachtung zeigt, 
daB der in Holzgeist enthaltene Farbstoff nicht fiir den rétlichen 
Stich der Bliitenblatter verantwortlich sein kann, dagegen ist 
diese Komponente Trager der schénen Reaktion mit Salzsiure, 
welche bei hinreichenden Konzentrationen keine griine, sondern 
eine tief dunkelblaue Farbe ergibt. 

Fiihrt man die Xanthophylle der Methanolschicht in Ather 
iiber, schiittelt die Loésung mit starker Salzsiure und erneuert 
Ofters die blaue Unterschicht, so gelingt es nicht, die atherische 
Phase zu entfarben, da sie auBer dem basischen Farbstoff noch 
eine gewohnliche Xanthophyllart, vermutlich Lutein, enthalt. 

Der eigentliche Trager der HC]-Reaktion erwies sich nach seinem 
ganzen Verhalten und nach dem Absorptionsspektrum als identisch 
mit dem von R. Kuhn und A. Winterstein?) in der Viola tricolor 
entdeckten Violaxanthin C,)H;,0,. Seiner Isolierung aus dem 
Ringelblumen-Extrakt stehen Hindernisse im Wege, wie iiberhaupt 
trotz namhafter Verbreitung des Violaxanthins bisher kein Aus- 
gangsmaterial dafiir gefunden wurde, das in bezug auf Reichlich- 
keit der Ausbeute und giinstiger Beschaffenheit der Begleitstoffe 
mit den gelben Stiefmiitterchen vergleichbar wire. 

Der Kohlenwasserstoff-Anteil des Calendulapigments ist 
auffallend farbstark. Er lie6 sich in Form von metallisch glinzenden 
Krystallen abscheiden und durch Fraktionierung in 2 Kompo- 
nenten zerlegen: Die eine ist Carotin, und zwar liegt fast aus- 
schlieBlich optisch inaktives B-Carotin vor?) (vielleicht vermengt 


1) Ber. chem. Ges. 68, 3203 (1930). 2) Ber. chem. Ges. 64, 326 (1931). 
3) Vgi. R. Kuhn u. E. Lederer, Ber. chem. Ges. 64, 1349 (1931); 
P. Karrer, A. Helfenstein, H. Wehrli, B. Pieper u. R. Morf, Helvet. 
chim. Acta 14, 614 (1931). 
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mit geringeren Mengen einer noch nicht definierbaren Carotinart). 
Der kleinere Teil des krystallisierten Rohproduktes besteht aus 
Lycopin, das nach vollkommener Reinigung eine Ausbeute von 
0,12 g ergab, entsprechend 6 kg frischen Blitenblattern. 

Der ''omatenfarbstoff Lycopin, dessen Zusammensetzung von 
R. Willstatter und H.H.Escher?) sichergestellt wurde, ist 
inzwischen auch aus der Hagebutte [Rosa canina?)], aus den reifen 
Beeren des Tamus communis*) und des Solanum dulcamara’), 
sowie aus dem Fleisch der Wassermelone [Cucumis citrullus®) | 
cewonnen worden und gilt als typisches Pigment von mehreren 
reifen Friichten. Trotz seiner Verbreitung im Pflanzenreiche ist 
uns indessen keine Angabe bekannt iiber die Isolierung von krystalli- 
siertem Lycopin aus Bliten. 

Bezeichnenderweise kommt Lycopin in physiologisch so un- 
gleich gestellten Objekten, wie es die Tomate, die Wassermelone 
und die Ringelblume sind, stets mit Carotin vergesellschaftet vor, 
was auf Grund der nahen strukturellen Verwandtschaft ver- 
stindlich ist und auf einen gemeinsamen Aufbau hinweist.®) 
Allerdings schwankt das Mengenverhaltnis der beiden Isomeren 
zwischen weiten Grenzen: in den Friichten iberwiegt Lycopin, in 
der Ringelblume das Carotin. Auch ist die Calendula, wie erwahnt, 
reich an sauerstoffhaltigem Polyen, wihrend die Tomate (fast) 
xanthophyllfrei ist. 

Der Farbstoffgehalt der untersuchten Blumen _betragt 
nach einer orientierenden Schatzung: 0,02 g Lycopin, 0,1 g Carotin, 
0,1 g¢ Violaxanthin und 0,1 g sonstiges Xanthophyll in 100 ¢ 
getrocknetem Bliitenblattmehl. Daneben kommt ein hibsch 
krystallisiertes, schon von F. A. Wirth (a. a. O.) erhaltenes Phy to- 
sterin vor, das im hiesigen Laboratorium niher untersucht wird. 


Versuche. 


I. Abscheidung der Kohlenwasserstoff-Komponente des Calendula- 
pigments. 6 kg frisch gezupfte Bliitenblitter (Herbst 1931, 
Siidungarn) ergaben nach entsprechender Trocknung 0,75 kg eines 

1) Diese Z. 64, 47 (1910). 

*) Vel. P. Karrer u. R. Widmer, Helvet. chim. Acta 11, 751 (1928). 

5) Ber. chem. Ges. 68, 422 (1930). 

4) Ber. chem. Ges. 68, 787 (1930). 

5) Ber. chem. Ges. 68, 2881 (1930); mit P. Tuzson. 

6) Vgl. P. Karrer, A. Helfenstein u. H. Wehrli, Helvet. chim. Acta 


13, 87 (1930). 
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dunkelgelben Pulvers, das wir 4mal nacheinander 2 Tage lang 
unter je 5 Liter 96°/jigem Alkohol aufbewahrten. So wird fast 
der gesamte Farbstoff extrahiert. Mit Hilfe von Ather liBt sich 
zwar derselbe leichter herauslésen, doch gelangen dann reichlich 
secleitstoffe in den Auszug. 

Aus dem Alkohol (20 Liter) wurde das Pigment durch Wasser- 
zusatz in ein Gemenge von 4 Liter Ather und ebensoviel Petrol- 
ither (Siedep. 30—60°) whbergefiihrt, der Alkoholgehalt aus- 
sewaschen und die Lésung mit Natriumsulfat getrocknet. Nun 
folgte die Verseifung der Hauptmenge von Fettstoffen (inklusive 
Polyenester) durch Stehenlassen des in 2 Portionen geteilten Ex- 
iraktes tiber je 400 ccm 380°/,igem methylalkoholischen Kali. 
Wendet man breite Flaschen an, so geniigt eine 2tagige Dauer der 
Hydrolyse (bei 25°). Nach Ablassen der dunkelbraunrot gefirbten 
Lauge wascht man die Oberschicht alkalifrei, trocknet sie mit 
Natriumsulfat und engt auf etwa 500 ccm ein. 

Dabei schied sich eine hellgelbe Substanz ab (5 g), die nebst 
wenig Farbstoff groBe Mengen von krystallisierbarem Sterin ent- 
hielt (Abschnitt V), vermengt mit amorphen Verunreinigungen. 
Sie wurde abgesaugt, mit viel Petrolither gewaschen und die 
Losung samt Waschflissigkeit (zusammen 1 Liter) nochmals 2 Tage 
lang mit 0,1 Vol. der holzgeistigen Lauge, wie beschrieben, be- 
handelt, da noch etwas Schwerverseifbares zugegen war. 

Die alkalische Unterschicht blieb jetzt nahezu farblos. Die 
vewaschene und getrocknete Carotinoidlésung hinterlieB beim Ab- 
dampfen ein dunkelrotes Ol, das bei Raumtemperatur erstarrte 
und stellenweise schon Farbstoffkrystalle enthielt. In 100 cem 
Schwefelkohlenstoff aufgenommen und mit 5 Volumen absolutem 
Alkohol versetzt, schied diese Fraktion beim Stehen iiber Nacht 
im Kisschrank diinne, violettstichig-rote Prismen aus, vermengt 
mit orangefarbigen Tafeln. Das Praparat (0,82 g) diente zur 
lsolierung des Lycopins (Abschnitt III). 

Seine Mutterlauge wurde durch Saugen bei Zimmertemperatur 
von einem Teil des Schwefelkohlenstoff-Gehaltes befreit und begann 
sogleich glanzende Carotintafelchen abzuscheiden, deren Menge 
sich im Eisschrank im Verlaufe 1 Tages vermehrte (0,28 g, Ab- 
schnitt I). 

II, Identifizierung des Carotins. Das letztgenannte Priaparat 
wurde aus Schwefelkohlenstoff-Alkohol umgefillt, in 500 cem 
Petrolather gelést und — zwecks zuverlissiger Entfernung von 
nachweisbaren Lycopinspuren — mit so viel Fullererde (Merck) 
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geschiittelt, daB die Farbstirke auf etwa 70°/, zurickging. Das 
Filtrat hinterlieB im Vakuum einen krystallisierten Riickstand, 
den wir aus Schwefelkohlenstoff-Weingeist, sodann aus Benzol- 
Methanol umkrystallisierten (0,14 g). 

T'ypische Carotinkrystalle: orangefarbige Rhomboeder, bei 
176° schmelzend (Berl-Block, abgekiirztes Thermometer). Von 
Paprika-Carotin nicht zu unterscheiden. 

0,1117 g Substanz gaben 0,3660 g CO,, 0,1068 g H,O. 

CyoH;, Ber. C 89,48°/, H 10,52°/, 
Gef. ,, 89,36 », 10,70 

Spektrum in CS, (5 mg in 1 Liter, Schichtdicke 10 mm): 

I. 531—6512; II. 495—476 wy. 

Drehungsvermégen in Chloroform: 

[a]a°=+ (100 x 0,04°):(4 x 0,0484) =+ 20° (+ 25%/,). 

Die beobachtete kleine Drehung wiirde einem etwa 6°/,igen «-Carotin- 
gehalt entsprechen, da jedoch das angewandte Adsorptionsmittel nach R. Kuhn 
und H. Brockmann!) vorzugsweise die optisch inaktive Carotinart aufnimmt, 
mu der Anteil des «-Carotins an dem Rohpraparat noch niedriger gewesen sein. 

III. Isolierung und Identifizierung des Lycopins. Die Lésung 
des 0,82-g-Priiparates (Abschnitt I) in 5 cem Schwefelkohlenstoff 
schied auf Zusatz von 10 Raumteilen Petrolather eine gering- 
fiigige braune Verunreinigung aus, die sich bei — 20° filtrieren 
lieB. Nach Verjagen des Losungsmittels wurde der gut krystalli- 
sierte Riickstand aus Schwefelkohlenstoff-Alkohol umgeschieden. 
Das mikroskopische Bild war noch immer uneinheitlich und zeigte 
viel Carotin, weniger Lycopin und noch geringere Mengen einer 
Substanz an, die farblose, lange Nadeln bildet. Die letzteren 
lieBen sich durch 8maliges Auskochen mit je 500 ccm 90°/jigem 
Alkohol entfernen, wobei auch etwas Carotin in Lésung ging. 

Nun haben wir eine konz. Schwefelkohlenstofflésung des 
getrockneten Rickstandes vorsichtig mit 50 ccm Alkohol ver- 
setzt und die sofort ausgefallenen, haarfeinen Nadeln des Lycopins 
rasch abfiltriert. Das Praparat war nun (fast) frei von Carotin und 
lieferte, nachdem man die Umscheidung unter Verwerfung des 
leichter léslichen Anteiles wiederholte, ein vollkommen einheit- 
liches, fiir Lycopin typisches mikroskopisches Bild. 

Matte, violettstichig rote Nadeln bzw. diimne Prismen von 
Habitus und Farbe des Tomatenfarbstoffes. Auch von einem 
Praparat aus Tamus communis sind sie nicht zu unterscheiden. 
Schmelzp. 174° (Berl-Block, korr.). 


1) Diese Z. 200, 255 (1931). 
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0,0986 g Substanz gaben 0,3227 g CO,, 0,0948 g H,O. 


CyH;, Ber. C 89,48°/, H 10,52°/, 
Gef. ,, 89,26 » 10,76 


Spektrum in Schwefelkohlenstoff (4 mg in 1 Liter, Schicht- 
dicke 10 mm): 
I. 560... 554—8538; II. 516—497; III. 482—467 xy. 


IV. Nachweis des Violaxanthins. An melhreren Stellen des 
beschriebenen Arbeitsganges konnte der positive Ausfall der 
dunkelblauen Farbreaktion mit 25°/,iger Salzsiure festgestellt 
werden. Das Violaxanthin gelangt z. B. in die, methylalkoholische 
Lauge bei der Verseifung des Rohauszuges und ist auch im Sterin- 

priparat (5-g-Fraktion, Abschnitt I) nachweisbar. Das Verhalten 
cegen verschieden starke Salzséuren stimmt mit den Angaben 
von R. Kuhn und A. Winterstein!) genau wberein. 

Zum spektroskopischen Nachweis wurde eine kleinere 
/ } Probe des Bliitenblattmehles mit Ather erschépft, der letztere 

iiber methylalkoholischem Kali aufbewahrt und dann mit Petrol- 
) iither versetzt. Nachdem die alkalische Phase abgelassen worden, 
schittelten wir die Oberschicht 3mal mit 90°/jigem Holzgeist 
und entfernten kleine Kohlenwasserstoff-Mengen aus den vereinigten 
methylalkoholischen Ausziigen durch Extraktion .mit Petrolither. 
Sodann wurde der gesamte, im Methanol verbliebene Farbstoff 
in Ather ttbergefiihrt, gewaschen und nach Zusatz von Petrol- 
ither 8mal mit 70°/jigem Methylalkohol ausgeschiittelt. Die 
vereinigten holzgeistigen Losungen wurden nach R. Kuhn und 
A. Winterstein (a.a.0O.) 8mal mit Ather—Petrolither (1:1) 
extrahiert und der in dem Methanol verbliebene Farbstoff (welcher 
: auBerordentlich stark die HCl-Reaktion gab) in Schwefelkohlen- 
stoff ibergefiihrt. 


we 


Spektrum in C§, (colorimetrisch eingestellt auf etwa 5 mg in | Liter; 
Schichtdicke 10 mm): 


I. 510—493; II. 481—463 yy. 

Als Vergleichssubstanz diente ein rohes Violaxanthinpriparat 
aus Viola tricolor, das uns von Herrn R. Kuhn (Heidelberg) 
freundlichst tiberlassen wurde: 


} IT. 511—4965; II. 481—-462 py. 


: V. Uber das Calendula-Sterin. Das im Abschnitt I erwiihnte 
; o-g-Nebenprodukt (noch farbstoffhaltig, verschwommene Binder 





1) ber. chem. Ges. 64, 326 (1931). 
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bei 510 ... 485—470 und 456—442 wx) haben wir in 1 Liter 
Ather gelést, mit Blutkohle entfairbt und den Riickstand des 
Athers wiederholt aus 70°/,igem Alkohol umkrystallisiert. Aus- 
beute 2—8g. Schon von F. A. Wirth (a. a. O.) untersuchte, groBe, 
glinzende Tafeln, die an Sitosterin erinnern, jedoch viel hoéher 
schmelzen, nimlich bei 209° (korr., aus Alkohol krystallisiert, bei 
20 mm und 120° getrocknet) bzw. bei 210—211° (aus viel Petrol- 
iither). 

Die Verbindung ldst sich leicht in Chloroform, Benzol, Ather, 
Alkohol, schwer in Petrolaither. Die folgenden, mit verschiedenen 
Priiparaten ausgefiihrten Bestimmungen stehen mit den Befunden 
von Wirth in Einklang. 

0,1098 g Substanz gaben 0,3229 g CO,, 0,1133 g H,0O. 


0,1224g ,, . 0,3603¢ ,, , 0,1260g ,, 
C,,H,,0, Ber. C 80,34°/, H 11,42°/, 
Gef. ,, 80,20, 80,28 ,, 11,54, 11,52 


Molekulargewichtsbestimmung in Benzol (kryoskopisch, & - 
5,14): 
0.2411 g Substanz gaben in 9,444 g Benzol: 4 = 0,330°. 
Cy3H,,0, Ber. M = 388 Gef. M = 398 
Molekulargewichtsbestimmung inCampher, nach Rast (k = 40): 
13,8 mg Substanz gaben in 199,8 mg Campher: 4 = 6,9°. 
C.,.H,,0. Ber. M = 388 Gef. M = 400 
Das Drehungsvermégen wurde mit einem, bei 20° im Vakuum, iiber 
Phosphorpentoxyd zur Konstanz gebrachten Praparat bestimmt, das bei 
204—206° schmolz. 
(a]#,°=-+ (100 x 1,86°%):(4 x 1,178) =+ 39,5° (in Chloroform). 
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I. Lipasen aus verschiedenen Organen des Karpfens 
(Cyprinus Carpio). 
Von 


Joseph C. Kernot und H. W. Hills. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Battersea-Polytechnicums, London SW 11.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Marz 1932.) 


Wenn inaktiver Mandelsiure—athylester der Hydrolyse durch 
Lipase aus Siéugetierleber unterworfen wird, zeigt sich, dab von 
den beiden Komponenten der d-Kster schneller verseift wird. 
Willstitter, Kuhn und Bamann!) beobachteten, daB dieses 
nicht der Fall war, wenn die beiden Isomeren einzeln als Sub- 
strat benutzt wurden; nur in verhiltnismiBbig hohen Konzen- 
trationen wird die linksdrehende Verbindung von der Esterase 
bevorzugt, in verdiinnten Lésungen kehrt sich das Verhiltnis um. 
Rona und Ammon?) hatten dieselbe Feststellung gemacht und 
diese merkwiirdige Tatsache dem eigentiimlichen Wesen des Race- 
mats zugeschrieben. Unabhingig von den eben erwihnten Unter- 
suchungen haben zahlreiche Forscher die Spezifitiit der Esterasen, 
gewonnen aus verschiedenen Organen des gleichen Tieres, wahr- 
genommen. Willstitter und Memmen’®) fanden die Lipase aus 
Pankreas und Leber vom Schwein verschieden wirksam. Das 
Knzym aus dem Pankreas hydrolysiert in erster Linie das |-Iso- 
mere des inaktiven Mandelsiure—athylesters. 

In der Literatur finden sich keine brauchbaren Angaben iiber 
Ksterasen aus Fischorganen oder speziell aus Fischlebern. Dieses 
wire von besonderem Interesse bei Elasmobranchiern und Teleo- 
stomen, deren Lebern reichlich Fett angehiiuft haben. Unter- 
suchungen, die einige Jahre zuvor an Seebrassen (Pagellus centro- 
dontus) vorgenommen wurden, zeigen, daB das Kuzym vorzugsweise 
den 1l-Mandelsiure—ithylester hydrolysiert. Da die Hydrolyse 
eines Esters durch ein Enzym nicht einfach eine Spaltung in 
Siiture und Alkohol*) ist, sondern wahrscheinlich einen viel kompli- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVIII. 3 
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aierteren Vorgang durch Bildung yon Substrat-Ferment-Ver- 
bindungen darstellt, liBt die optische Untersuchung der Esterase 
aus den Fischlebern den SchluB zu, daB sie den optischen Anti- 
poden zu der aus Siiugetierlebern gewonnenen Esterase darstellt. 
Unsere Versuche konnten friiher nicht fortgesetzt werden, weil 
wir Schwierigkeiten hatten, Fische ganz frisch zu bekommen. Erst 
im letzten Jahr wurden sie wieder aufgenommen, als die London 
County Council Authorities uns gestatteten, im Battersea Park- 
teich zu fischen. Dadurch erhielten wir geeignetes Material zum 
arbeiten. 


Wirkung von Fisch-Lipase auf inaktiven Mandelsaure—athylester. 


Die Untersuchungen wurden mit gewéhnlichen Karpfen ausgefiihrt. 
Aus leicht ersichtlichen Griinden taten wir die Organe einer Anzahl Fische 
zusammen. Die Organe wurden zerkleinert, rasch mit eisgekiihlter physio- 
logischer Kochsalzlésung angefeuchtet und mit 50°/,igem Glycerin extrahiert 
(ein Gewichtsteil Glycerin auf ein Gewichtsteil zerkleinerte Organe). Die 
Extrakte wurden vor Gebrauch filtriert. Fiir die Hydrolyse wurde zu 
einer abgemessenen Menge der Enzymlésung eine gewogene Menge inaktiven 
Ksters gegeben und mit 50°/,igem Glycerin zu einem bestimmten Volum 
aufgefiillt. Die Lésungen wurden geschiittelt und auf 36° erwirmt. Nach 
15 Stunden filtrierten wir die gefiillten Eiweibstoffe ab und titrierten die 
freie Siiure mit n/70-NaOH unter Benutzung von Phenolphthalein als 
Indikator. Anfangs bereitete die Feststellung des Endpunktes bei der 
Titration Schwierigkeiten, doch bei einiger Ubung lieBen sie sich iiberwinden. 
Nur in einigen Fillen war es notwendig, vor der Titration durch Tierkohle 
zu filtrieren. Die neutralisierten Lisungen wurden geraume Zeit stehen 
gelassen und dann nochmals titriert. Dabei stellte sich heraus, daB die 
Hydrolyse noch weiter fortgeschritten war. Auch Dakin‘) hatte das bei 
Verwendung eines Enzyms aus Schweineleber beobachtet. Gleichzeitig mit 
dem Hauptversuch wurden Kontrollen nur mit Glycerin und Ester angesetzt 
und nach 15 Stunden titriert. Die angewandte Menge Ester betrug in jeden 
Fall 1 g. 


Tabelle I. 














— Extrakt- | Kolbeninhalt] °/, hydrolys. | °/, hydrolys. 

8 mengeincem}| in cem 1. Titration | 2. Titration 
Milz . 10 25 5,1 7,7 
Herz . 10 25 2,1 3,1 
Niere 10 25 3,7 7,7 
Leber 10 25 2,8 6,5 
Leber 20 25 6,0 11,4 
meper . 1 tt 30 50 8,0 23,5 
Hoden .... . 20 25 2,6 8,7 
ee as ie ed 30 50 6,8 12,8 
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Aus obigen Resultaten geht hervor, daB Esterasen in allen 
untersuchten Organen des Karpfens vorhanden sind. 

Um festzustellen, welches der beiden Isomeren yom Racemat 
in erster Linie hydrolysiert wiirde, fiihrten wir vergleichende Ver- 
suche nur mit Leberextrakten aus. Wir verfiigten nicht iiber 
veniigende Mengen Extrakt aus anderen Organen. 


Die Lésungen wurden wie oben hergestellt, nach 15 stiindigem [r- 
wiirmen filtriert, der Niederschlag gewaschen, das Filtrat mit NaOH neu- 
tralisiert und dann mit Ather ausgezogen. Die Glycerinlésung, die das Na- 
Salz enthielt, wurde auf dem Wasserbad eingeengt, der Riickstand mit 
Wasser aufgenommen, wenn nétig nochmals filtriert, mit Schwefelsiiure an- 
gesiuert und dann mehrere Stunden lang mit Ather ausgezogen. Die iithe- 
rische Lésung wurde mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und in einem 
tarierten Gefib zur Trockne eingedampft. Der gewogene, und in einer 
bestimmten Menge Wasser geléste Riickstand diente zum Polarisieren. Die 
Werte zeigt die Tabelle II. 


Tabelle I. 





Volum der | Kolben- Siure- 








0 . 
Flasche | Enzymlésg. | inhalt l hydro konzen- (1 «|? 0 

: . ysiert . ; 

in cem in cem tration 
l 10 25 45 — — — 
2 20 25 9,7 0,37 — 0,04 — 10,8 
3 20 50 10,8 0,5 -~ 0,13 — 26,0 
4+ 20 100 12,1 —- — 0,07 




















Es war hierbei nicht moéglich, Verunreinigungen der Siure 
durch geringe Mengen Glycerin zu vermeiden; wir hielten es daher 
fiir notwendig mit Extrakten zu arbeiten, die nach der von Dakin‘) 
vorgeschlagenen Methode bereitet waren, niimlich durch Auspressen 
der zerkleinerten und mit Kieselgur vermischten Leber. 8,8 ccm 
des auf diese Weise gewonnenen Extraktes wurden mit 1¢ Ester 
gemischt, mit Wasser auf 50 ccm verdiinnt und auf 36° erwiirmt. 
Nach IJsolierung der Siure wie in den vorhergehenden Versuchen 
erhielten wir folgende Werte: 


Tabelle III. 





in eem /, hydrolysiert konzentration - i 
50 10,1 0,57 —(),28 — 49,2 
50 22 3 0,637 — 0,30 — 49,1 
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Wirkung von Fischleber-Lipase auf d- und l-Mandelsaure—athylester. 

Die Tatsache, dab Lipase aus Fischleber sich gegen inaktive:, 
Mandelsiure—ithylester anders verhilt als Lipase aus Schweine- 
leber, besagt nicht, daB dieser Unterschied auch bestehen mub, 
wenn unter gleichen Bedingungen Rechts- und Links-Ester einzel: 
als Substrat verwendet werden. Um das festzustellen, wurden ver- 
gleichende Experimente mit Extrakten aus Schweineleber und 
solchen aus Fischleber an d- und |- Mandelsiureestern angestellt. 


a) Herstellung des d- undl-Mandelsiure-athylesters. Mehrere 
Methoden sind fiir die Aufspaltung der racemischen Mandelsiiure in d- und 
l-Siiure vorgeschlagen worden. Das fiir die Isolierung meist angewandte 
Verfahren basiert auf den Beobachtungen von Mc Kenzie’), der verschie 
dene Lislichkeiten bei gewissen Alkaloidsalz-Verbindungen fand, Wil|- 
stiitter, Kuhn und Bamann!) stellten fest, daB bei Herstellung von 
Sinchonin- und Morphinsalzen der Mandelsiiure eine recht gute Trennuny 
erreicht werden konnte. Wir versuchten den gleichen Weg einzuschlagen, 
gelangten damit aber nicht zu befriedigenden Resultaten. Endlich benutzten 
wir das Strychninsalz, das einen besseren Erfolg versprach. Die Léslich- 
keit des 1-Salzes ist doppelt so groB wie die des d-Salzes. Nach viermaligen 
Umkrystallisieren der zuerst ausgeschiedenen Krystallanteile erhielten wir 
nahezu reine d-Siiure, wiibrend praktisch reine |-Siiure aus den Mutterlaugen 
nach Zerlegung des Strychninsalzes erhalten werden konnte. Einzelheiten 
der angewandten Methode sollen in einer anderen Arbeit gegeben werden. 
Die Athylester gewannen wir aus den beiden Siiuren durch Erhitzen der 
Siiuren mit Alkohol — unter Zusatz von wenig konzentrierter Schwefelsiiure - 
am Riickflubkiihler. Die Ausbeute betrug etwa 70°/, der Theorie. 

b) Herstellung der Enzyme. Fiir unsere Zwecke wurden Schweine- 
und Karpfenlebern sofort nach Tétung der Tiere entnommen. Die Lebern 
wurden zerkleinert, schnell mit physiologischer Salzlésung gespiilt und der 
Saft ausgepreBt. Die so gewonnenen Extrakte bei —4° aufbewahrt biiBten 
innerhalb einer Woche nicht merklich an Wirksamkeit ein. 

Je 5 cem der Extrakte wurden in 25 ecem-Kélbchen gegeben, 0,25 g 
Ester zugefiigt und mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt; dann 
sorgfiltig geschiittelt und auf 36° erwiirmt. Nach verschiedenen Zeiten 


Tabelle IV. 




















its itil Zeit °/y hydro- ff a... . Zeit °/, hydro- 
Ester | Extrakt in Stdn. brian Ester | Extrakt in Stdn. Lint 
d- Schwein ] 45.6 d- Schwein 4 46,6 
1. ” l 38,7 l- / 4 62,4 
d- Fisch | 3,5 d Fisch 4 7,3 
I 7,5 l- 2 4 7,2 
d Schwein 2 415 d- | Schwein 8 68,8 
|- 7 2 49.8 |. " 8 69,1 
dl- Fisch 2 5,0 d- Fisch S 11/4 
|- ce | 2 6.6 l m 8 9,3 
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wurde je ein Kélbchen von jedem Ansatz herausgenommen und die freie 








rT. a : 
Siiure wie in den vorhergehenden Versuchen bestimmt. 
a Kontrollversuche nur mit Ester und Wasser wurden gleichzeitig an 
2= gesetzt und die Siéiure nach 4 und 8 Stunden unter den gleichen Kautelen 
B wie im Hauptversuch titriert. Die Resultate sind in Tabelle [V zusammen- 
* Es ergibt sich also, daB die Karpfenleber bedeutend geringere 
d Mengen Enzym enthilt als die Schweineleber; es ist deshalb nicht 
r leicht, die erhaltenen Werte miteinander zu vergleichen. Als sicher 
kann angenommen werden, daf die Reaktionen in gleichem Sinne 
re ° - a - 
* verlaufen, wie auch Willstiatter, Kuhn und Bamann?) be- 
te stiitigen. Nur legen deren Beobachtungen in entgegengesetzter 
e Richtung. 
I Um Vergleiche machen zu kémnen ist es notwendig zu wissen, 
yn ‘ oe cn " ; ; 
ms in welchem Verhaltnis die Extrakte variieren. Um dies festzustellen, 
. hereiteten wir zwei Lésungen aus gleichen Mengen Schweine- 
n bzw. Karpfenleber mit-50°/,igem Glycerin. Die Ausziige wurden 
h- unter denselben Bedingungen mit inaktivem Mandelsiiure—iithy]- 
" ester ausgewertet. Dabei fanden wir den Schweineleberextrakt 
ir ; 
- etwa’6mal so wirksam als den aus Karpfenleber. 
wp i 
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Fiir die graphische Darstellung der Werte in Tab. IV haben 
wir daher die Zahlen aus Fischleber mit sechs multipliziert. Die 
beigefiigte Kurve zeigt den Verlauf der Hydrolyse bei An- 
wendung von Schweine- bzw. Karpfenleberenzym. Durch Schweine- 
leberextrakt wird anfinglich der d-Ester stiirker gespalten, dann 
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kommt eine Phase in der der 1-Ester bevorzugt wird. Bei 
weiterem Fortschreiten der Reaktion und Verminderung der Ester- 
konzentration scheint aber wieder eine Umkehr in der Hydrolysen- 
geschwindigkeit zugunsten des d-Ksters einzutreten. 

Fischleberextrakt spaltet zuerst den 1-Ester schneller, nacli 
4 Stunden ist die Hydrolyse beider Ester etwa gleich weit. Nun 
setzt aber eine raschere Verseifung des d-Ksters ein, die an- 
scheinend auch im weiteren Verlauf anhilt. 


Einflu8 kalter Aufbewahrung der Organe 
auf die Wirksamkeit der Enzyme. 

Dakin fand eine deutliche Zerstérung des Enzyms, wenn er 
die Schweineleber kalt aufbewahrte. Das ist von groBer Wichtig- 
keit bei Untersuchungen an Fischorganen, da es nicht immer 
moéglich ist — wie in der vorliegenden Arbeit — frisches Material 
zu erhalten. Wir bestimmten daher, wie weit das Enzym durch 
Lagerung der Organe zerstért wird. 

Insgesamt wurden 6 Karpfen (3 miinnliche und 3 weibliche) 
zu diesen Versuchen verwandt. Die Organe von zwei Tieren 
wurden sofort nach der Tétung entnommen und verarbeitet. Die 
andern vier Tiere lieBen wir bei —22° gefrieren und bewahrten 
sie im HKisschrank bei —4° auf. Von zwei Tieren entnahmen 
wir die Leber, und von dem miinnlichen die Hoden, nach einer 
Woche; von den letzten zwei Fischen nach zwei Wochen. Die 
Zahlen folgender Tabelle zeigen, wie rasch das Enzym beim Aut- 
bewahren zerstért wird. Als Extraktionsmittel wurde Glycerin 
benutzt. 

Tabelle V. 























' Organ- Vol. der 
verarbeitet on +. °/, hydro- 

Organ a sa a gewicht Extr. Losg. lysiert 

in g in ecm 
Leber 0 14,2 10 2,73 
Leber 1 16,5 10 0,47 
Leber . : 15,0 10 0,42 
Hoden . 0 25,0 20 2,57 
Hoden . i 25,0 20 0,785 
Hoden . 2 25,0 20 0,69 

Zusammenfassung. 


Lipase ist in allen untersuchten Organen des Karpfens vor- 
handen. Das aus Fischleber extrahierte Enzym verhiilt sich optisch 
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umgekehrt wie das aus Schweineleber erhaltene. Auf racemischen 
Mandelsiure—ithylester wirkt es anniihernd in gleichem Sinne. 

Bei kalter Aufbewahrung der Organe wird das Enzym rasch 
zerstort. 


Wir danken Herrn Prof. Kenyon fiir seine freundliche Hilfe 
und dem Institut fiir wissenschaftliche und industrielle Forschung 
fiir einen ZuschuB fiir die Ausgaben. 
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II. Die Hydrolyse asymmetrischer aliphatischer Ester 
durch Lipase aus der Leber des Karpfens (Cyprinus Carpio). 


Von 


Joseph C. Kernot und H. W. Hills. 


Mit 2 Figuren im Text. 


In der vorhergehenden Mitteilung haben wir gezeigt, dab die 
Lipase aus der Leber des Karpfens bei Einwirkung auf die Ester 
der inaktiven Mandelsiiure vorzugsweise den Ester der 1-Mandel- 
siiure hydrolysiert. In dieser Hinsicht unterscheidet sich ihr Ver- 
halten von dem der Lipase aus Schweineleber. Um festzustellen, 
ob diese Verschiedenheit auch besteht, wenn man an Stelle eines 
Ksters der aromatischen Reihe einen solchen der aliphatischen 
nimmt, wurden Versuche mit Weinsiureestern angestellt. Daw- 
son, Platt und Cohen!) fanden, daf Ochsenleberlipase den Ester 
der d-Weinsiure leichter hydrolysiert als den der 1-Weinsiiure. 
Sie benutzten ein Enzympriiparat in Pulverform, das aus Preb- 
saft hergestellt und mit Aceton und Ather getrocknet war. 

Die in den vorliegenden Versuchen verwendeten Priiparate 
waren etwas abweichend von der in unserer friiheren Arbeit 
beschriebenen Methode dargestellt. Betriichtliche Schwierigkeiten 
verursachte die grofe Menge Blut in der Karpfenleber. Um 


) Biochem. J. 20, 583 (1926). 
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dieses so weit als méglich zu entfernen, wurde die sofort 
nach Tétung des Fisches entnommene Leber schnell auf —5° 
abgekiihlt und ititber Nacht bei dieser Temperatur gehalten. Eine 
groBe Menge Blut konnte dann abgegossen werden. Nach raschem 
Waschen mit eiskalter physiologischer Kochsalzlésung wurde das 
Organ zerkleinert und mit der gleichen Gewichtsmenge 50°/,igem 
Glycerin bei — 5° drei Tage lang extrahiert. Der intensiv rot 
gefirbte Auszug wurde vor Gebraucl filtriert. 


Wir erhielten die Ester der d-, l|- und racemischen Weinsiure durch 
Erhitzen der Siure am RiickfluBkiihler mit der dreifachen Menge ihres Ge- 
wichts an absoluter alkoholischer Salzsiiure. Nach einiger Zeit dampften 
wir den gréBten Teil des Alkohols ab und behandelten den Riickstand noch 
einmal in gleicher Weise. Der dann nach der Entfernung des Alkohols 
verbleibende Rest wurde unter vermindertem Druck destilliert und die bei 
155°, 11 mm Hg siedende Fraktion fiir die folgenden Untersuchungen ver- 
wandt. 


Einen orientierenden Versuch, wie am besten der Grad der 
Hydrolyse festzustellen wire, setzten wir folgenderweise an: 15 ccm 


Leberextrakt, 0,5 g Diithyltartrat, mit 25°/,igem Glycerin auf 


25 ccm aufgefiillt; die Mischung 16 Stunden bei 37° gehalten, 
zentrifugiert, filtriert, der Niederschlag mit destilliertem Wasser 
gewaschen, dann zum bestimmten Volumen aufgefiillt. 

Gleiche Mengen dieser Lésungen wurden unter Anwendung 
verschiedener Indikatoren titriert. Die besten Resultate gab 
Brom-thymolblau mit eimem scharfen Umschlag von gelb nach 
griin. Die Hydrolyse betrug 3,5°/,. Die Reaktion des Glycerin- 
extrakts war sauer gegen Lackmus und alkalisch gegen Kongo- 
rot. Bei der Titration stérte die rote Eigenfarbe des Auszugs. 
Um zu entfirben erhitzten wir auf 60°, lieBen abkiihlen und 
filtrierten durch Tierkohle. Es zeigte sich, daB dabei die Wirk- 
samkeit des Extraktes nicht beeintrichtigt wurde und man eine 
Lésung erhielt, die praktisch farblos war und in der die Si&ure 
leicht bestimmt werden konnte. 

Um den Grad der Hydrolyse zu bestimmen, wurden zwei 
gleiche Lésungen aus je 15 ccm Leberauszug und 0,25 g des zu 
hydrolysierenden Esters hergestellt. In der einen Versuchsreihe 
wurde mit 50°/,igem Glycerin zu 25 cem aufgefiillt, wihrend in 
der anderen Reihe die Lésungen mit 0,5 Mol. Kaliumphosphat 
gepuffert wurden (p,, = 7). Grofe Schwierigkeiten bereitete die 
Titration der freien Siure in den gepufferten Lésungen bei An- 
wendung colorimetrischer Methoden. In jedem Fall wurde ein 
Blindversuch ausgefiihrt mit der gleichen Estermenge wie im 
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Hauptversuch und mit 50°/,igem Glycerin oder der Pufferlésung 
auf 25 ccm verdiinnt. Wie in den vorhergehenden Versuchen 
hielten wir die Lésungen 16 Stunden bei 37°. Die Resultate sind 
in der folgenden T'abelle wiedergegeben. 





Tabelle L 





Nicht gepuffert Geputffert 





Ester | °/, hydrolys. /, hydrolys.. 


der 1-Siure | 20,6 61,8 





— -. 4 9,5 41,2 
—< oe I 13,3 49,2 


Ks ist klar, daB der l-Ester in weit gréBerem Mage gespalten 
worden ist als der Ester der d-Siure. Die Hydrolyse schreitet auch 
nach der Neutralisierung der freien Siiure noch fort. 

Um zu entscheiden, welches von den beiden optischen Isomeren 
in dem Dia&thylracemat schneller verseift wird, lieBen wir 80 cem 
Leberextrakt auf 2 g Ester 16 Stunden bei 37° einwirken. Die 
Hydrolyse betrug 12,9°/,. Der unveriinderte Ester konnte durch 
wiederholtes Ausschiitteln mit Ather wieder gewonnen werden. 
Ks war aber unméglich, die Drehung des stark gefirbten Esters 
zu bestimmen, deshalb beschlossen wir, die Drehung der Siiure 
festzustellen. Dafiir wurde die Lésung eingeengt, die ausgetallenen 
KiweiBstoffe abfiltriert, das Filtrat mit Schwefelsiure angesiiuert 
und mit Ather extrahiert. Die erhaltene Siure zeigte in wiBb- 
riger Lésung starke Linksdrehung, [@}j? = —12,5°. Zusatz von 
Ammoniummolybdat erhéhte sie auf —2,62°. 

Es fallt auf, daB das linksdrehende Isomere in dem Racemat 
schneller hydrolysiert wird als das rechtsdrehende. Wie der fol- 
gende Versuch veranschaulicht, wirkt Ochsenleber in gleicher Weise. 
Fiir vergleichende Versuche stellten wir Extrakte aus Ochsenleber 
genau so her wie solche aus Karpfenleber und bestimmten auch 
die Siiure in derselben Weise. Die spezitische Drehung der er- 
haltenen Saure war —0,07°, nach Zusatz von Ammoniummolyb- 
dat —0,29° 

Um die Geschwindigkeit der Reaktion zu messen, gebrauchten 
wir je 15cem Extrakt und 0,25 g Ester und verdiinnten zu 25 cem., 
Die folgenden Tabellen geben die Werte fiir die Ausziige aus 
Karpfen- und Ochsenleber wieder. Die Zahlen sind aus Doppel- 
versuchen gewonnen und graphisch dargestellt in Fig. 1 und 2. 








4? Kernot u. Hills, II. Die Hydrolyse asymmetr. aliphat. Ester usw. 


Tabelle II. 

















































































































Extrakt aus Karpfenleber. Extrakt aus Ochsenleber. 
Ester Stunden |°/, hydro-|} Ester Stunden | °/, hydro- 
. ‘ ij x , } 4 x /0 y¢ TO 
in g Siure erhitzt lysiert in g Siiure erhitzt lysiert 
0),2520 d- 1 2,06 0.2540 d- 1 2,23 
0.2520 l- l 1,43 0),2530 ]- 1 2,04 
0,2510 r- 1 2,47 0,2470 r- 1 2,08 
0,2570 d- 2 2,2 0,2500 d- 2 2,06 
0,2540 ]- 2 3,65 0,2570 1- 2 6,42 
0,2510 r- 2 1,64 0.2470 r- 2 2,08 
0,2550 d- 4 3,03 0,2560 d- 4 2,62 
0,2550 ]- 4 5,66 0.2480 l- 4 6,23 
0,25 10 r- 4 4,52 0.2470 r- 4 2,50 
0,2540 d- 8 3,86 0.2510 d- 8 3,08 
0),2490 l- 8 7,03 0.2510 1- 8 6,34 
0,2530 r- 8 8,56 0,2470 r- 8 4,79 
| a | 
| 
| } TE sap : | 
? i | = _ ff sle Z -— oe 
J: RSE? LOO Pat I o\Sser 
OL if | EN ee woe EE DR o+—- 
I Sil | 
X st = We a ae a a ae i a os 
Se a 
Y nye - 4 my 
| | A | aisealemae oliver} y} | | of tg 
n {Laer R fre 
= =a ie oe oe € eb hey 
f 
7 t + r — = - a o x —E— 
a | | 
¢Y a 2 > rd of ss tT 2 zi 
Lett 6? Suro LET 7 SII? 
Fig. 1. Geschwindigkeit der Hydrolyse Fig. 2. Geschwindigkeit der Hydrolyse 
der Ester von d- und 1-Weinsdure. von Diathyl-Weinsaure. 
Zusammenfassung. 


Karpfenleber-Lipase hydrolysiert bei Kinwirkung auf das Di- 
iithylracemat der Weinsiiure in erster Linie den 1-Kster. 

Ochsenleber- Lipase wirkt in gleicher Weise; im Gegensatz 
zu unseren Beobachtungen stehen die von Dawson, Platt und 
Cohen. 

Sowohl die Lipase aus Karpfenleber als auch die aus Ochsen- 
leber spalten vorzugsweise den Diiithyl-l-weinsiure-ester, auch: 
bei EKinwirkung auf das Racemat. Dieses Verhalten steht in 
Gegensatz zu dem, was bei Benutzung des Mandelsiure - Esters 
als Substrat beobachtet wurde. 
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Spektrometrische Messungen an Alkoholextrakten 
der Laubblatter von Chlorophyllmutanten der Gerste. 


Von 
Hans v. Euler und Harry Hellstrém. 


Mit 8 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Marz 1932.) 


Unsere chemisch-genetischen Untersuchungen an Chlorophyll- 
mutanten zielen, wie wir schon mehrfach betont haben‘), dahin, 
die chemische Entwicklungsreihe des Chlorophylls mit den nach 
genetischen Methoden festgelegten Tatsachen in méglichst enge 
Beziehung zu setzen. 

Durch die grundlegenden Untersuchungen von Nilsson- 
Khle?) und seiner Schule, besonders von Hallq vist’) ist eine Reihe 
von verschiedenen Mutanten von Albina-Typus gefunden und ge- 
netisch studiert worden. Unter den die Chlorophylldefekte be- 
dingenden Genen — um die in der Erblichkeitsforschung iibliche Be- 
zeichnungsweise zu gebrauchen — ist in den untersuchten Albina- 
Reihen 1—7 bisher noch keine Identitit nachgewiesen worden. 

Indem wir versuchen, Stoffe, welche in der Entwicklungsreihe 
des Chlorophylls legen, mit den genetisch festgestellten Erbmerk- 
malen zu verkniipfen, so daB an Stelle eines stofflich unbestimmten 
Faktors eine quantitativ definierte chemische GréBe tritt, kommt 
es uns zunichst darauf an, zwischen den rein weifen Albina- 
Mutanten 1—7 chemische Unterschiede zu ermitteln. Nachdem 
festgestellt worden war, daB die Chlorophylldefekte bei Albina 
stets von einer sehr starken Katalase-Verminderung begleitet sind, 
haben wiederholte eingehende Untersuchungen erwiesen, da diese 
Katalase-Verminderungen bei den Albina-Mutanten 1—7 unter 
iibereinstimmenden iiuBeren Einfliissen gleichartig sind. 

Hinsichtlich anderer chemischer Unterschiede zwischen chloro- 
phyllnormalen und chlorophylldefekten Mutanten, wie z. B. Mag- 
nesium-- und Zuckerkonzentration sind noch nicht alle Albina- 





') Euler, Forssberg, Runehjelm u. Hellstrém, Zs. ind. Abst. 
Vererb.-Lehre 59, 131 (1931). 

*) Zs. Abst. Vererb.-Lehre 9, 289 (1913). — Hereditas 8, 191 (1922). 
*) Hallqvist, Hereditas 4, 191 (1923) u. 5, 49 (1924). 
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Reihen vollstiindig untersucht; jedenfalls waren bisher keine 
Unterschiede mit Sicherheit festgestellt worden, an welche man 
versuchen kénnte, genetische Resultate anzukniipfen. 

Durch die hier mitzuteilenden Versuche ist es nun zum ersten- 
mal gelungen, die untersuchten Mutanten Albina 1, 2,3 und 7 in 
zwei Gruppen zu scheiden, einerseits Albina 1 und 3, andererseits 
Albina 2 und 7, welche spektrometrisch deutliche Diffe- 
renzen aufweisen. Es ist zwar keine zwingende Folgerung aus 
genetischen Grundsiitzen aber jedenfalls eine wahrscheinliche An- 
nahme, daf die hinsichtlich stofflicher Konzentrationen niher mit- 
einander iibereinstimmenden Mutanten Albina 1 und 3 bzw. 2 und 
7 auch hinsichtlich der Erbeinheiten einander niher stehen, und 
dies wird sich durch Kreuzungsversuche priifen lassen. 


Methodik. 


Die zu diesen Versuchen verwendeten Kérner von Chlorophyll- 
Mutanten der Gerste, und zwar Albina 1, 2, 3 und 7, sowie Chlorina 
und ferner Linie Svalévy verdanken wir Herrn Professor Dr. 
H. Nilsson-Ehle. 

Nach etwa 6-tagiger Keimung der Korner auf Filtrierpapier 
wurden die ,,Laubblitter“ (mit abgetrenntem Coleoptil), etwa 5 Stiick, 
7—10 cm lang, gewogen, in Alkohol verrieben und damit voll- 
stiindig extrahiert; die Lésung .wurde bis zu eimem bestimmten 
Volumen verdiinnt. Das Ultraviolettspektrum der Lésung wurde 
durch Schichten geeigneter Liinge photographiert. Die Schwiir- 
zungskurven wurden photometrisch aufgenommen und sind unten 
direkt angegeben. Zum Vergleich ist eine der Kurven in Intensi- 
tiitswerte umgerechnet worden. Diese Umrechuung ist ziemlich 
zeitraubend; da es sich hier nur um einen Vergleich zwischen 
der charakteristischen Absorption der verschiedenen Linien handelt, 
haben wir uns auf die Mitteilung der Schwirzungskurven be- 
schriinkt, welche ein iibersichtliches Bild der Absorptionsver- 
hiiltnisse geben. 

Das untersuchte Material kann hinsichtlich seiner Ultraviolett- 
Absorption in zwei Gruppen geteilt werden. Wir fiihren fiir die- 
selben folgende Bezeichnungen ein: 


Alg = Albina 1, gelbe Laubblitter (etioliert gelb, chlorophyllnormal) 
Alw=  ,, 1, weiBe ” (chlorophylidefekt) 

A2g= ,, 2, gelbe - (etioliert gelb, chlorophyllnormal) 
A2w= ,, 2, weiBe ‘. 

A3jg= ,, 8, gelbe ” 


Afg= ,, 7, gelbe ™ 
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© Die Kurven von Alg und A3q (Fig. 1) zeigen sehr nahe den 
. cleichen Verlauf. Ein Maximum bei 320 my ist mehr ausgebildet 


bei Alg als bei A3q. 
P Die Fig. 2 enthielt die Absorptionskurven von A2q und A7g, 
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. _ $20 mp mehr ausgebildet bei A2g als das Maximum (315 my) 
" | bei A7g. 

Alw und A2w liefern weniger charakteristische Kurven: 
;  Alw zeigt ein Maximum bei 275—295 mu und eines bei 320 mu. 
- |) Der Extrakt von A2w ist wesentlich durchliissiger im Gebiet 
250-—275 mu und zeigt eine Andeutung von 2 Maxima bei 
285 mu und 300 mu. 
| Die Kurve von Chlorina, welche auch in dieser Figur auf- 
/ genommen ist, folgt den beiden iibrigen bis 300 mu, zeigt aber 
_  nachher eine mit abnehmender Wellenliinge zunehmende Absorption. 
Die Fig. 4 gibt einen Vergleich zwischen den etiolierten und 
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den belichteten Keimlingen von chlorophyllnormalen Mutanten 
von Albina 1. Die Bande bei 320 mu tritt in den etiolierten 
Keimlingen deutlicher hervor als in den belichteten, im iibrigen 
ist der Unterschied aber gering. Auch Albina 2 zeigt keine 
Differenzen zwischen den etiolierten und den belichteten Keim- 
lingen. Die Fig. 5 enthilt eime Absorptionskurve der letzteren 
und gleichzeitig eine Kurve fiir die Keimlinge der Gerste Svaliy. 
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In der Fig. 6 sind alle Kurven mit Ausnahme derjenigen 
von Chlorina und A2w zusammengestellt. Ein Vergleich legt clic 
Annahme nahe, dai man es hier mit wenigstens 3 verschiedenen 
im Ultraviolett absorbierenden Stoffen mit Maxima (angenihert) bei 
265 mu, 280 mu und 320 my zu tun hat; dieselben kommen 
niimlich in allen Linien vor, aber mit untereinander verschiedener 


Intensitiit. 
Hinsichtlich des Maximums bei 320 mu muB hervorgehoben 
werden, daB die Wellenliinge nicht unerheblich durch das folgende 


starke Absorptionsband beeinfluBt ist. Ohne diesen Umstand 
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wiirde die Wellenliinge um etwa 10 mu héher gefunden werden, 
also bei etwa 330 mp. Dies entspricht sehr angeniihert dem fiir 
Vitamin A von Morton festgestellten Absorptions-Maximum. 

Hierzu ist noch zu bemerken, dab die spektrometrisch unter- 
suchte Liésung farblos war, daB also die Absorptionsbande bei 
320 mp (korrigiert 330 mp) sicher nicht von eigentlichen Caro- 
tinoiden herriihrt. Da es sich um alkoholische Lésungen handelt, 
so ist die Mehrzahl der Proteine ausgeschlossen, nur etwa die 
Prolamine, wie Hordein, kénnten in Betracht kommen. 

Das iuBerst charakteristische Spektrum der Extrakte von 
Alg und A3g, welches aus einer intensiven schmalen Bande bei 
287 mu und einer breiteren bei 270 mu besteht, wurde niiher 
untersucht, um die chemische Natur des absorbierenden Stoffes 
ausfindig zu machen. 

Kin Alkoholextrakt von A1g wurde mit Ather und _hierauf 
mit Wasser versetzt, bis zwei Schichten auftraten. Die charakte- 
ristische Absorption lag nun in der Alkohol—Wasserschicht, 
und nur eine Spur davon in der Atherschicht. Kine neue Probe 
wurde mit Salzsiiure angesiiuert und mit Ather ausgeschiittelt. 
Die durch die Absorption charakterisierte Substanz blieb in der 
Salzsiure—Alkoholschicht. Diese wurde hierauf mit Natronlauge 
alkalisch gemacht und aufs neue mit Ather ausgeschiittelt. Der 
absorbierende Stoff ging dabei quantitativ in den Ather. Dies 
deutet darauf hin, daB eine Substanz von basischem Charakter 
vorliegt, welche mit Salzsiiure ein Chlorhydrat bildet, aus dem die 
freie Base mit Natronlauge wieder in Freiheit gesetzt wird. 

Jede dieser chemischen Operationen wurde spektrometrisch 
verfolgt und kontrolliert. 

Das Spektrum dieser basischen Substanz erinnert an ein 
Indolderivat. Es liegt natiirlich nahe, nach diesem spektrometrischen 
Befund die Anwesenheit von Tryptophan zu vermuten, um so mehr, 
als friihere colorimetrische Priifungen schon auf die Anwesenheit 
von Tryptophan hingedeutet haben.') Demgegeniiber muB aber 
hervorgehoben werden, daB die Léslichkeitsverhiiltnisse des in 
Rede stehenden Stoffes kaum mit denen des Tryptophans in Uber- 
einstimmung zu bringen sind. 

Durch das Spektrum werden andererseits mehrfach sub- 
stituierte Benzolringe wie Diphenole usw., welche breitere Bande 
zeigen, ausgeschlossen. 


4y Vgl. Euler, Forssberg, Runehjelm u, Hellstrém, Z. ind. 
Abst. Vererb.-Lehre 59, 131 (1931). 
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Die Isolierung dieses fiir A7g und A3g charakteristischen 
Stoffes ist bereits in Angriff genommen und hat zu wohl aus- 
gebildeten Krystallen gefiihrt, welche aber noch nicht in geniigender 
Menge vorliegen, um zur Analyse gebracht werden zu kénnen. 

40 Cotyledonen von Albina 1, Gewicht 0,114 g wurden mit 
10 ccm Alkohol extrahiert. Der Extrakt wurde spektrometrisch 
im ultravioletten Gebiet untersucht und gab 2 Maxima bei 276 mu 
und 288 mu, sowie eine gegen das iiuberste Ultraviolett zuanehmende 
Absorption. 

Die Cotyledonen-Absorptionskurve von AJw erinnert an die 
bei den Laubblittern von Alw festgestellten. 

Die folgende Tabelle liefert eine Ubersicht tiber die bei den 
verschiedenen Versuchen anwesenden Substanzmengen, das Volumen 
der Extrakte und die Dicke der absorbierenden Schichten. 


Tabelle 1. 














Ge- | Volumen | Schicht- Kei 
Gerstensorte wicht Jd. Lésung| dicke omen Fig. 
in g | in ccm | in mm Be 
Albina 1. WeiBe Laubblitter | 0,32 50 7,9 6 3 
1931; 3219. Gelbe . 0,18 5 2.5 8 1 
Albina 2. Gelbe Laubblitter | 0,26 5 2,5 8 2 
1929; 1512. WeiBe - 0,48 10 2,5 7 3 
Normal, belichtet | 0,43 6,5 2,5 7 5 
Albina 3. Gelbe Laubblitter | 0,43 5,5 1,26 8 l 
1931; 3226. 
Albina 7. Gelbe Laubbliitter 
1929; 1518. 0,33 5 2,5 8 2 
Chlorina. Gelbe Laubblitter | 0,56 10 4 7 
1929; 1507. 
Svaléy, belichtet. . . . . . | 0,54 8,6 2,5 7 5 

















Hamochromogen (Cytochrom)-Spektrum in Cotyledonen von Albina 1. 
100 Cotyledonen wurden mit Pyridin (1 com Lésung) extrahiert. 
Die Lisung gab deutliches Himochromogen-Spektrum bzw. Cyto- 
chrom-Himochromogen: 
Band I 568 mu, Band IL 557,5 mu, Band III 528 my. 
Diese Absorption entspricht ganz derjenigen des Cytochroms 
aus Hefe. AuBerdem fanden wir Bande bei 491,5 my und 459,5 mu, 


vermutlich Xanthophyll. 
Die chlorophylldefekten weiben Laubblatter von Albina | 
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enthielten nach den spektrometrischen Messungen etwa 5 mal 
weniger Himochromogen als die normalen, gelben. Dieser Befund 
scheint uns der weiteren Verfolgung wert. Die Annahme, daB es 
sich bei der Entstehung der chlorophylldefekten Mutanten um 
eine Inaktivierung des Hiimochromogens und damit um die Inakti- 
vierung eines wichtigen Atmungskatalysators handelt, wird durch 
direkte Untersuchung der Sauerstoffzehrung normaler und chloro- 
phylldefekter Mutanten zu priifen sein. 

In entwicklungsmechanischer und _ entwicklungschemischer 
Hinsicht ist die Frage von Interesse, ob das gefundene Himo- 
chromogen bereits im ungekeimten Samenkorn anwesend ist oder 
erst bei beginnender Keimung bzw. beim Aufweichen in Wasser 
gebildet wird. Deswegen wurden Pyridin-Extrakte hergestellt sowohl 
aus den ungekeimten Kérnern als aus solchen, welche 24 Stunden 
lang in Wasser gelegen hatten. Da das Einweichwasser gelb gefarbt 
war, wurde es auch noch hinsichtlich seiner Absorption untersucht. 

Die spektroskopischen Messungsergebnisse kénnen folgender- 
maBen zusammengestellt werden: 


Ungekeimte K6rner, 160 st. Embryonen, in Pyridin 557 490 460 424 mu 
Eingeweichte K6rner, 100 Keimlinge _,, 


”? 
566 mu, 557,83 mu, 528 mu 491,5 459,5 426 mu 
| : 490 462 
Einweichwasser, undeutliche Bande bei ...... 491(?) 457 
Einweichwasser + NaOH: Stirkere Gelbfirbung; 
starke Absorption im Violett, Bande bei .... 451 
Zusammenfassung. 


4 Sippen chlorophylldefekter Mutanten von Albina-Typus 
wurden hinsichtlich des Gehaltes ihrer Laubblitter an alkohol- 
léslichen Extraktstoffen spektrometrisch untersucht. Dabei haben 
sich zum erstenmal definierte stoffliche Unterschiede zwischen 
diesen Sippen gezeigt, und zwar zwischen den normalen (etioliert gel- 
ben) Mutanten von Albina 1 und 3 einerseits und von Albina 2 und7 
andererseits. Chemische Unterschiede liegen also bereits in den 
chlorophyllnormalen Individuen der Sippen Albina 1, 2,3 und7 vor. 

In den Laubblittern von Albina 1, 3 und 7 wurde eine Ab- 
sorptionsbande im Ultraviolett bei 320 (korr. 330) nachgewiesen, 
welche dem fiir Vitamin A charakteristischen Absorptions-Maximum 
nahesteht. 

Bei Albina 1 konnte gezeigt werden, daB sich in den chloro- 
phylldefekten Laubblittern rund 5 mal weniger Hiimochromogen 
findet als in den chlorophyllnormalen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVIII. 














Vitamin A und Wachstumswirkung von Vogeleidotter. 


Von 
Hans vy. Euler und Erika Klussmann. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. Marz 1932.) 


Seit langer Zeit weiB man, dai Carotinoide wichtige Reserve- 
stoffe fiir das Vogelei ausmachen. Stideler hatte 1867 erkannt, 
daB der EKidotterfarbstoff nicht mit Bilirubin identisch ist; man 
verdankt Willstitter und Escher’) den exakten Nachweis, die 
Isolierung und die Beschreibung des Luteins im Vogelei; Schunk?) 
hatte 1903 durch spektroskopische Messungen Ubereinstimmung 
gefunden zwischen dem Eidotterfarbstoff und einem Xanthophy]l. 
Karrer, Salomon und Wehrli konnten 1929 den Schmelzpunkt 
des Blattxanthophylls durch Umkrystallisation von 173 bis 190° er- 
héhen. Hans Fischer und Richard Hess‘) zogen die Identitiit 
des EKidotterfarbstoffes mit dem Blattxanthophyll in Erwigung, 
und Karrer und Salomon’) hatten die Ubereinstimmung des 
Lutein-Spektrums mit dem Blattxanthophyll und dem Léwen- 
zahnxanthophyll betont. Den Dotter-Farbstoff durch Adsorption 
in zwei Komponenten zu zerlegen, gelang Kuhn, Winterstein 
und Lederer.) 

Nachdem diese Forscher aus dem spezifischen Drehungs- 
vermégen geschlossen hatten, dafi im Eidotterfarbstoff etwa 1/, 
Zeaxanthin vorhanden ist, fanden Kuhn und Mitarbeiter, daB der 
Farbstoff der von ihnen untersuchten Hiihnereier in seiner op- 
tischen Absorption mit einem Gemisch von 30°/, Zeaxanthin und 
70°/, Lutein quantitativ iibereinstimmte. Mit dem Futter andert 
sich diese Zusammensetzung. 

Carotin fand sich in unseren Hiihnereidottern nur in sehr 
geringer Menge. Willstiitter und Escher (a. a. O.) geben an, 
1) Diese Z. 76, 214 (1911). ”) Proc. Roy. Soc. 42, 167 (1903). 

3) Diese Z. 187, 133 (1930). *) Helvet. chim. Acta. 13, 1063 (1930). 

5) Diese Z. 197, 141 (1981). — Das Xanthophyll der griinen Blitter 
hatte schon Zechmeister als Gemisch zweier Isomerer erkannt [ Ber. chem. 
Ges. 62 2227 (1929)]. — AuBer den Carotinoiden enthilt der unverseifbare 
Anteil des Hihnereidotters bekanntlich noch eine Reihe von Phosphatiden, 
Sterinen sowie Sterinderivaten, darunter das Vitamin D in reichlicher Menge. 
[Hess u. Weinstock, Proc. Soc. exper Biol. 20, 369 (1923)). Einen dem 
Cholesterylen nahestehenden Kohlenwasserstoff aus Eier6] haben, Franke! 
u. Mathis [Helvet. chim. Acta. 13, 492 (1930)] beschrieben. — Uber Chol- 
esterin im Hihnerei vgl. auch Kenzo Kusui, Diese Z. 181, 101 (1929). — 


Thannhauser u. Schaber, Diese Z. 127, 278 (1928). — Die Entdeckung 
des Zeaxanthins verdankt man Karrer (1929). 
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daB .die obere, petrolitherische Schicht nach der Entmischung 
mit Holzgeist, ein Pigment von den Léslichkeitsverhiiltnissen des 
Carotins enthielt, aber verglichen mit der Ausbeute an Lutein 
nur in kleinem Betrage“. Beim Behandeln des Abdampfriick- 
standes der petroliitherischen Lésung mit methylalkoholischer 
Kalilauge, ergab sich fast kein carotinartiges Pigment. 

In Ubereinstimmung damit steht Eulers und Hellstréms’) 
Befund: ,,Carotin ist allerdings ein Bestandteil des Eidotters, es 
kommt aber in demselben in so geringer Konzentration vor, dab 
es an den in der Tabelle 8. 256 gegebenen Lovibondwerten wohl 
nicht wesentlich beteiligt ist“. 

Was nun den gesamten Carotinoidgehalt der Eidotter betrifft, 
der, wie bereits angegeben, mit Jahreszeit und iuBeren Umstiinden 
erheblich variiert, so diirfte ein Hiihnereidotter im Mittel rund 
1,5 mg Lutein enthalten, somit etwa 0,1°/,. Willstatter und 
Escher (a. a. QO.) haben aus rund 100 kg Eidotter 2,5 g Lutein, 
somit per Eidotter (15 g) rund 0,4 mg Lutein erhalten. Versuche 
von Terényi?) aus Bodnars Institut stimmen damit iiberein. 

Beziiglich der Nomenklatur, und besonders der vou Will- 
stiitter verwendeten Bezeichnung Lutein, hat Kuhn’) vorgeschlagen, 
.den Namen Lutein auf das bei 193° (korr.) schmelzende Xantho- 
phyll von @ = +160° (Chloroform) bzw. @ = +145° (Kssigester) 
zu iibertragen“. Dieser Farbstotf ist aber identisch mit dem 
Xanthophyll der griinen Blatter und es scheint uns nicht zweck- 
miBig, diesen in der ganzen grundlegenden Literatur gebrauchten 
Namen aufzugeben. Mit Lutein bezeichnen wir also auch fernerhin 
die natiirliche Farbstoffmischung des Ejidotters. Das Blitter- 
Xanthophyll kann in der Leber und in anderen Organen, z. B. 
menschlicher Placenta *) (zur Blutbildung) verwendet werden; zum 
Teil bleibt es unresorbiert.®) 

Wir gehen nun zu unserer Fragestellung iiber. 

Neben Zeaxanthin und Xanthophyll findet sich im Hiihner- 
eidotter selten mehr als 10 y Carotin, oder per Dotter héchstens 
0,7 vy. Eine Menge von 0,1 g Dotter enthilt also héchstens 0,07 7 
Carotin, von welchem bekanntiich 5 7 die kleinste zureichende 





1) Biochem. Z. 211, 252 (1929). 

*) Zs. f. Unters. d. Lebensmittel 62, 566 (1931). — Einen héheren Gehalt 
(0,5°/,) nehmen Gobley u. Lébisch an. 

3) Kuhn, Winterstein u. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931). — Vgl. 
auch Kuhn, Winterstein u. Kaufmann, Ber. chem. Ges. 63, 1489, (1930). 

*) Euler u. Klussmann, Arkiv f. Kemi 115, Nr. 1 (1932). 

5) Hans Fischer, Diese Z. 96, 295 (1915). 
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Tagesdose ausmachen. Halt man Carotin fiir das einzige Wachs- 
tumscarotinoid, so erscheint der SchluB unabweislich, daB die 
Wachstumswirkung des Hiihnereidotters, welche durch die geringe 
darin enthaltene Carotinmenge nicht erklirt wird, von Vitamin A, 
oder yon einem anderen von Carotin herstammenden Stoff herriihrt. 

Die Beteiligung des Xanthophylls und Zeaxanthins wird spiiter 
besprochen werden; nachdem gefunden worden war, daB Xantho- 
phyll!) undZeaxanthin neben Carotin Wachstumswirkungen (in noch 
nicht bekaunter Weise) ausiiben, kommen diese Komponenten des 
Luteins hier ebenfalls in Betracht. Das ganze Problem hingt 
eng zusammen mit der Frage nach dem chemischen Ursprung 
und der biologischen Synthese der Carotinoide in Pflanze und Tier. 
In Fischeiern, deren Wachstumswirkung erheblich ist, findet man 
Xanthophyll (vgl. Kuler und Rydbom, Arkiv 10B, Nr. 10) und 
Zeaxanthin. 

Vitamin A im Hithnereidotter. Auer den ilteren Unter- 
suchungen von McCollum und seinen Mitarbeitern *)*), sowie von 
Osborne und Mendel‘), Hess und Unger), liegen noch An- 
gaben vor von Murphy und Jones®), Jansen und Donath’,, 
von Bethke, Kennard und Sassaman®), welche zeigen, daB die 
Wachstumswirkung (wie auch die antirhachitische Wirkung) von 
Hiihnereidottern stark von der Nahrung der Hiihner abhingig ist. 
Im allgemeinen findet man in der Literatur die Angabe, daB diese 
Dotter reich an Vitamin A sind. 

Palmer und Kempster’) haben junge, carotinoidfrei auf- 
gezogene Hiihner durchaus normal befunden, abgesehen davon, 
daB Beinhaut und Schnabel nicht pigmentiert waren. .,[t is con- 
cluded, that the natural yellow pigment of fowls, which is derived 
from the xanthophyll of the food bears no important relation to 
growth or to the functions of fecundity and reproduction.“ Palmer 
und Kennedy?) fanden mit carotinoidfreiem Eidotter gutes 
Wachstum bei Ratten. 

Der geringe Carotin-Gehalt des Vogeleies, der bisher unseres 
Wissens nie eine naheliegende physiologische Erérterung veranlaBt 

') Euler, Karreru. Rydbom, Helvet. chim. Acta. 14, 1428 (1931). — 


Wie dort ausdriicklich betont, kann das Xantophyll das Carotin im Ratten- 
versuch nicht ersetzen. 

2) Me Collum u. Davis, J. of biol. Chem. 15, 167 (1913), 

5) Hart u. Me Collum, Ebenda 19, 373 (1914). 

*) Ebenda 17, 401 (1914). 5) J. Amer. Med. Ass. 74, 217 (1920). 

*) J. Agric. Res. 29, 253 (1924). 7) Ber. Physiol. 27, 326 (1924). 

8) J. of biol. Chem. 72, 695 (1927). 

*) Ebenda 39, 299 (1919). 10) Ebenda 46, 559 (1921). 
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hat, ist um so auffallender, wenn man in Erwiigung zieht, dab das 
Carotinoid der Corpora lutea sich als reines Carotin erwiesen hat. 

Besonders veranlabt aber der Umstand, da’ der Vitamin A-Ge- 
alt, wie er durch das Absorptions-Spektrum gekennzeichnet wird, 
im Kidotter nicht mit Tran gefiitterter Hiihner ‘iuBerst gering 
sein muBb, eine eingehendere Untersuchung. 

DaB das Eigelb eine hohe Wachstumswirkung besitzt, ist durch 
die Untersuchungen von Osborne und Mendel, Stepp’), Hess 
und Unger, Murphey und Jones bekannt geworden.”) Siimtliche 
Forscher haben diese Zuwachswirkung dem Vitamin A zu- 
seschrieben. 

Eine Zuwachswirkung ist auch vorhanden und zwar kénnen 
wir fir die ungiinstige Jahreszeit Februar eine Wachstumswirkung 
von 1,6 per Woche bei einer Tagesdose von 20mg angeben. 

Es bestehen also in dieser Hinsicht quantitative Widerspriiche, 
deren Aufklirung nicht ohne Bedeutung fiir das Verstiindnis der 
Rolle der fettléslichen Wachstumsstoffe und der Carotinoide 
Xanthophyll und Zeaxanthin ist. 

1 kg Eidotter wurden mit 1 Liter Alkohol koaguliert, der 
Alkohol wurde von der gelben Masse abgesogen, und der Riick- 
stand mit Ather extrahiert, bis der Riickstand farblos war. 

Die itherische Lésung wurde auf 750 ccm eingeengt. Dieser 
Rest wurde mit 1,5 Liter 20°/,igem iithylalkoholischem Kali bei 
Zimmertemperatur 48 Stunden verseift. Nach Verdiinnung mit 
Wasser aut das 10-fache Volumen, wurde etwa 5 mal mit je 
1 Liter Ather ausgeschiittelt. Die gesammelten Atherextrakte 
wurden gewaschen und getrocknet, und hierauf wurde der Ather 
vollkommen abgedampft. Der Riickstand wurde in 50 ccm Chloro- 
form aufgenommen (Lésung kK). 

Diese Chloroformlésung wurde spektrometrisch untersucht, 
und gab folgende Bande: 489 mu, 457 mu und 430 mu. 

AuBerdem wurde mit einem Teil der chloroformischen Lésung 
die Carr-Price-Reaktion mit gesittigter SbCl,-Chloroformlésung 
angestellt. Dabei traten unmittelbar die Bande 585 my und 
625 mu auf. 

Setzt man eine Indol-Chloroformlésung nach Morton zu, so 
treten unmittelbar die beiden Bande 585 my und 625 my auf, 
letztere Bande verschwindet aber sofort. 


1) Stepp, Z Biol. 66, 365 (1916). 

*) An chinesischen Hiihnereier-Priiparaten (Heliocithin) hat Komm 
kiirzlich (Klin. Woch. 10, 1581 (1931) Wachstumswirkungen gefunden (vgl. 
auch Zielhoff, Med. Klin. 27, 925 (1931). 
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Bei Vitamin A-Priiparaten aus Lebertran zeigt sich nach 
Morton, Heilbron und Thompson!) nach Zusatz von Antimon- 
trichlorid Absorption bei 620—624 mu und eine weniger deutliche 
Bande bei 582—593 mu. Das Maximum der breiten Absorption 
zwischen 606 und 620 scheint, wie auch dasjenige bei 572—582 mu, 
von der Konzentration abzuhiingen. Aber auch die Einheitlich- 
keit der absorbierenden Substanz steht noch nicht fest. 

Die oben angegebene Absorption fallt an sich mit keinem 
der Spektren der von Zeaxanthin und Xanthophyll und auch nicht 
mit Vitamin A genau zusammen. Deswegen haben wir unser 
Spektrum mit Mischungen verglichen, nimlich teils von 30°, 
Zeaxanthin?) und 70°/, Xanthophyll, entsprechend der natiirlichen 
Zusammensetzung des Hiihnereidotterts nach Kuhn’) (Mischung [) 
und teils von der gleichen Mischung unter Zusatz von einem hoch- 
konzentrierten Vitamin A-Priiparat (Mischung IJ). 

Wir erhielten mit: 

Mischung I. Eine Absorptionsbande mit einem deutlichen 
Maximum bei 589 my, und einer anschlieBenden allgemeinen Ab- 
sorption von 660 mu an bis zu héheren Werten. Zusatz von 
Indol hat hier keinen EinfluB auf die Absorption. 

Mischung II. Zwei Absorptionsbanden, nimlich eine stiir- 
kere bei 622 mu und eine schwiichere bei 584 mu. Dieses Er- 
gebnis erwies sich in ziemlich weiten Grenzen unabhingig von 
der Menge des zugesetzten Vitamin A-Priparates. 

Bei Zusatz von Indol in Chloroformliésung verschwindet die 
Bande bei 622 my, wiihrend diejenige bei 584 zuriickbleibt, wobei 
vielleicht eine kleinere Verschiebung nach Rot sich geltend macht. 

Die Lésung K wurde zuerst direkt im ultravioletten Teil 
spektroskopisch untersucht, und zeigte dabei eine kriiftige Ab- 
sorption im Ultraviolett von 330 mu an. Um eine spezifische 
Absorption beobachtbar zu machen, wurden 5 ccm der Lésung 
mit 5¢ Digitonin in alkoholischer Lisung gefillt, um die Sterine. 
welche vermutlich an der Absorption wesentlich beteiligt waren, 
zu entfernen. 

Die so gereinigte Lésung wurde wiederum im ultravioletten 
Teil photographiert, und lieB nun trotz einer allgemeinen Ab- 
sorption im Ultraviolett zwei Absorptionsbanden bei 345 mu 
und 375 mu erkennen. 


') Morton, Heilbron u. Thompson, Biochem. J. 26, 20 (1931). 
*) Wir verdanken es Herrn Prof. Karrer. 
5) Kuhn u. Smakula, Diese Z. 197, 161 (1931). 
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Untersuchungen des Fettes der Dermoidcysten. 
Von 


Adolf Dimter. 


- (Aus dem Institut fir medizinische Chemie der deutschen Universitat zu Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1932.) 


Sotnitschewsky?) hatte im Jahre 1880, Lieblein?) 1895 
auf Analogien des Dermoidcystenfettes zum Hauttalg hingewiesen, 
da sie bei der Spaltung des Dermoidcystenfettes eine reichliche 
Menge von Alkoholen hohen Molekulargewichts erhalten hatten. 
Friiher schon hatte EK. Ludwig’) die besondere Zusammensetzung 
des Fettes von Ovarialdermoiden erkannt und 1894 Mitteilung ‘*) 
iiber den Nachweis von Cetylalkohol und von bei Zimmertemperatur 
éligen, dem Cholesterin anscheinend nahestehenden Alkoholen ge- 
macht. In den folgenden Jahren war dieses Fett wiederholt 
Gegenstand der Untersuchungen von R. Zeynek®) und seinen 
Mitarbeitern, die im wesentlichen ergaben, daB in dem ,,unverseif- 
baren Anteil“ des Dermoidfettes ein kompliziertes Gemisch vorliege. 
In unserem Laboratorium waren von gesiittigten Fettalkoholen 
nachgewiesen worden: Cetylalkohol, Octadecylalkohol und Eikosyl- 
alkohol (letzterer entsprechend der auch im Dermoidfett nach- 
gewiesenen Arachinsiiure), von ungesittigten Alkoholen: Cholesterin, 
wogegen die Abwesenheit von Iso- und von Oxycholesterin kon- 
statiert wurde. Das Hauptinteresse galt aber den zuerst von 
Ludwig gefundenen, bei Zimmertemperatur fliissigen, ungesittigten, 
als alkoholisch angesprochenen Substanzen, welche zwar mit Di- 
gitonin nach Windaus’ Methode®) nicht ausfallbar waren, aber 
cholestolartige Reaktionen gaben, und daher auf Grund der Ele- 
mentaranalyse die Vorstellung erweckten, da hier niedere Glieder 
der Sterinreihe bzw. Terpenalkohole vorliegen kénnten. 

Durch fraktionierte Destillation im Vakuum waren 19135) 
unter diesen ,,Dermoidalkoholen“ auch Kohlenwasserstoffe nach- 
gewlesen worden; einer von diesen, als rein angesehen, entsprach 
der Formel C,,H,,. Trotz aller Bemiihungen war bei dem 
immerhin recht raren Material, wie wegen der leichten Verhar- 
' aung der erhitzten Produkte nicht eine glatte Trennung durch 
_  traktionierte Destillation zu erreichen gewesen, und auch der Ver- 
_ dacht, daB Kohlenwasserstoffe erst sekundir aus Alkoholen ent- 
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standen sein mochten, war nicht auszuschlieBen. Muck konnte 
dann 1922 durch Bromierung eine krystallisierte Substanz von 
der Formel C,,H,,OBr, isolieren und ein Oxydationsprodukt von 
der Formel C,,H,,0, Diese Erfahrungen schienen erneut die 
Annahme zu stiitzen, daB hier niedere Glieder der Sterinreihe, 
vielleicht Vorstufen des Cholesterins, vorhanden seien. 

Auf Wunsch von Prof. Zeynek habe ich, z. T. mit meinem 
Kollegen, Dr. Georg Behmel (vgl. auch die folgende Abhandlung), 
mit frischem und mit dem noch vorhandenen Material die Unter- 
suchung dieses biologisch sicher interessanten Fettes wieder aut- 
genommen. Als bedeutsames Ergebnis kann ich iiber den einwand- 
freien Nachweis eines squalenartigen Kohlenwasserstoffs berichten. 
AuBerdem wurde von uns eine méglichst umfassende Untersuchung 
dieses Fettes ausgefiihrt. 

Der von Wasser tunlichst befreite Inhalt der Dermoidcysten 
wurde wegen der hier bekannten Empfindlichkeit des Dermoid- 
fettes gegen héhere Temperatur und Luftsauerstoff méglichst bei 
LuftabschluB mit Athylalkohol und Ather extrahiert, die Extrakte 
wurden im Vakuum eingedampft, schlieBlich wasserfrei mit trockenem 
Ather aufgenommen. Das so gewonnene Fett war rétlich-braun, 
bei Zimmertemperatur dickfliissig, von dem charakteristischen, 
blumenartigen Geruch, den wir jedesmal bei den Ovarialdermoid- 
fetten wahrgenommen haben. 

In reinem Ather unldslich, doch in Weingeist lislich, wurde 
dabei noch eine etwa 10°/, dieses Fettes entsprechende Menge 
von Extraktivstoffen aus den Cysten gewonnen. 

Aus den Analysen von G.Behme! sei hier vorweggenommen, 
daB der Cholesteringehalt des Fettes durch Digitoninfaillung an 
freiem Cholesterin zu 6,4°/,, nach der Verseifung des Fettes an 
gesamtem Cholesterin zu 20,3°/, gefunden wurde. 

Zur Verseifung war der itherischen Fettlésung ein UberschuB8 von 
Natriumithylat bei Zimmertemperatur zugefiigt worden, nach 48 Stunden 
wurde von den ausgeschiedenen Seifen abfiltriert, das Filtrat wurde noch- 
mals nach Zusatz von Natriumithylat durch 48 Stunden verwahrt, wobei sich 
noch eine geringe Menge von Seifen absetzte. Die wiederum filtrierte Lésung 
wurde im Vakuum zur Trockne verdunstet, der Riickstand mit Petrolither auf- 
genommen. Da sich beim Schiitteln der Petrolitherlésungen mit Wasser 
sehr listige Emulsionen bildeten, wurde die filtrierte Petrolitherlésung im 
Vakuum abgedunstet, der Riickstand wurde mit Ather aufgenommen und mit 
Wasser ausgeschiittelt. Durch Ausschiitteln der sehr verdiinnten Seifen- 
lésung mit Ather wie der Atherlésung mit Wasser gelang es schlieBlich, das 
,,Unverseifbare“ méglichst vollstindig und seifenfrei zu gewinnen. Zuletzt 
wurde dieser Anteil in Alkoho] gelést und luftfrei aufbewahrt. 
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Etwas einfacher war ein anderes, spiter verwendetes Verfahren. Die 
yon Wasser méglichst befreiten Dermoidcysten wurden direkt im Soxhlet 
mit Ather extrahiert, der Atherextrakt wurde mit Weingeist aufgenommen, 
die erhaltene Fallung durch Weingeist wurde wiederum mit Ather extrahiert. 
Nach der Verseifung der trockenen Atherlésungen mit Natriumalkoholat 
wurde Seesand zugesetzt, hierauf wurde im Kohlensiurestrom abgedampft, 
der Riickstand wurde mit Aceton extrahiert. Der filtrierte Acetonauszug wurde 
im Vakuum verdampft, dann wurde mit trockenem Ather aufgenommen. 
Durch Zentrifugieren wurde der entstandene Niederschlag entfernt. Die 
klare Atherlésung, mit Wasser ausgeschiittelt, gab keine Emulsionen. Die 
Verseifung des Riickstandes wurde nach Lésen in trocknem Ather mit 
Natriumalkoholat wiederholt, usw., wie oben beschrieben. 

Auf diese Weise wurden in verschiedenen Fiillen ungefihr 
60°/, des urspriinglichen Fettes an ,,Unverseifbarem* gewonnen 
G. Behmel hatte in einem Falle die Kéttstorfersche Zahl des 
Fettes dementsprechend zu 97 gefunden). 


Das reine, in Ather geléste Fett war frei von Cerebrosiden, 
es enthielt nur geringe Mengen von Phosphatiden. Phosphorgehalt 
gefunden: 0,0519°/, P,O,, d. i. 0,0226°/, Phosphor, umgerechnet 
auf Lecithin: 0,56°/, Lecithin. 

Dagegen konnte in dem oben erwihnten, in kaltem Ather un- 
léslichen, doch in Weingeist bei geringem Erwirmen léslichen Teil 
des Cystenauszugs, dessen Menge etwa 10°/, vom Fettgewicht betrug, 
eine reichliche Menge von Cerebrosiden nachgewiesen werden. 

Zu diesem Nachweis wurde die Alkohollésung mit dem etwa 
4fachen Volum Aceton versetzt, der Niederschlag wurde durch Zentri- 
fugieren abgeschieden, einigemal mit kaltem Aceton gewaschen. 
Nach dem Trocknen wurde er in wenig heiBem Benzol gelést und 
heiB filtriert. Nach dem Erkalten des Filtrats war ein reichlicher 
Niederschlag darin entstanden, etwa die Hilfte des urspriinglich 
im Alkohol Gelésten ausmachend. Kleine Proben desselben gaben 
1. mit konzentrierter Schwefelsiure nach kurzer Zeit eine sotchtige 
Rotfarbung, 2. mit wenig Wasser erhitzt, wobei Quellung eintrat, 
nach Zusatz eines Tropfens methylalkoholischer a-Naphthollésung 
beim Unterschichten mit konzentrierter Schwefelsiiure einen vio- 
letten Ring, beim Umschiitteln wurde die Fliissigkeit schén violett, 
3. mit Chloroform bei leichtem Erwirmen vollstiindige Lésung. 

Nach der von P. Kimmelstiel (Mikrochemie, Pregl] festschr. 
1929, 8.165) ausgearbeiteten quantitativen Methode der Cerebrosid- 

_ zuckerbestimmung wire in der Alkoholfraktion eine noch gréBere 
_ Menge von Cerebrosiden vorhanden als durch dieses Fillungs- 
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verfahren nachgewiesen sind. Darnach wiirde der Cerebrosid- 
wert etwa 75°/, des Alkoholextraktes, also etwa 7,5°/,, berechnet 
auf das (rohe) Dermoidfett, betragen. 

Freie Galaktose oder andere reduzierte Zucker waren nicht 
vorhanden. Schon Sotnitschewsky weist auf das Fehlen yon 
Zucker in der Dermoideyste hin. 


Weitere Untersuchung des unverseifbaren Anteils. 

Durch Digitoninfillung nach Windaus wurden im Unverseif- 
baren in einem Falle 30,7°/,, in einem anderen Falle 25,2°/, 
Cholesterin gefunden, also bezogen auf das Gesamtfett etwa die 
gleichen Mengen, wie sie Behmel! gefunden hat. 

Wihrend in den friiheren Untersuchungen von Zeynek, 
Ameseder und Muck nach der Abtrennung des Cholesterins die 
Hiissigen Dermoid, alkohole“ der miihsamen und wenig erfolgreichen 
Fraktionierung durch Vakuumdestillation unterworfen worden waren, 
versuchte ich diesmal vorerst zur Isolierung von Kohlenwasser- 
stoffen das von Lewkowitsch’) angewendete Verfahren der Acety- 
lierung mit Essigsiiureanhydrid. Nach Lewkowitsch verrit 
sich die Anwesenheit gréBerer Mengen von Kohlenwasserstoffen 
nach der Acetylierung dadurch, da8 diese in Essigsiureanhydrid 
wenig léslich sind und nach dem Erkalten als dlige Schichte 
auf dem Acetylierungsgemisch schwimmen. 

Bei einem Vorversuch trat beim Kochen mit Essigsiure- 
anhydrid vollkommene Lésung ein, nach dem Abkiihlen blieb die 
Liésung aber nicht homogen. Die oben schwimmende Schichte 
war 6lig, sie wurde in einem Scheidetrichter abgetrennt, mit etwas 
Essigsiiureanhydrid gewaschen, dann wurde mit heiBem und kaltem 
Wasser das haftende Essigsiureanhydrid entfernt, dann wurde mit 
Ather aufgenommen. Die Menge des Riickstandes nach dem 
Trocknen betrug 20,9°/, des Unverseifbaren. 

Zur Gewinnung gréBerer Mengen der Kohlenwasserstofte wurde 
die Acetylierung ohne Abtrennung des Cholesterins durchgefiihrt. 
Dabei trat nach der Abkihlung ein reichlicher krystallinischer 
Niederschlag auf, der durch Absaugen entfernt wurde. Die 
Krystalle wurden aus Alkohol umkrystallisiert, sie schmolzen bei 
114° und waren nach Reaktionen und Krystallform als Cholesterin- 
acetat anzusprechen; iiberdies schmolz das aus ihnen durel) 
Verseifung mit alkoholischer Kalilauge gewonnene Sterin bei 145” 
und gab nach Vermischen mit Gallensteincholesterin den gleichen 
Mischschmelzpunkt. 
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Auch die élige, Kohlenwasserstoff-Schichte, war noch sterin- 
haltig. Kin Teil derselben wurde in trockenem Ather gelist; in 
die gekiihlte Lésung wurde trockenes Salzsiiuregas eingeleitet. 
Die Lésung verdunkelte sich und gab alsbald einen reichlichen 
Niederschlag, der von der dunkelrotbraunen Lisung durch Filtration 
evtrennt, mit trockenem Ather gewaschen und aus Aceton um- 
krystallisiert wurde. 

Die erhaltenen, feinen, reinweiBen Krystalle (rhombische Blitt- 
chen) schmolzen bei 116°, ihr Chlorgehalt betrug 33,98°/,; in 
einem anderen Falle wurde der Schmelzpunkt nach Sinterung 
bei 113° bei 123°, der Chlorgehalt zu 32,65°/, gefunden. Die 
Klementaranalyse des ietzteren Priiparates gab: 56,59°/, Kohlen- 
stoff und 8,92°/, Wasserstoff. Die Liebermannsche Cholestol-, 
probe war negatiyv. 

Fiir Squalenhexachlorid berechnen sich: © 57,25°/,, H8,90°/, 
(1 33,83 °/). 

Darnach lag die Vermutung nahe, dai das Unverseifbare 
des Dermoidcystenfettes einen, dem von Tsujimoto’) gefun- 
denen Squalen ihnlichen, vielleicht sogar mit Squalen identischen 
Kohlenwasserstoff enthiilt. 

Nach Tsujimoto ist Squalen (C,,H,,.) eine farblose, dlige Fliissigkeit, 
optisch inaktiv, gibt bei der Liebermannschen Cholestolprobe nur eine 
schwach rétliche Firbung. Siedepunkt bei 5mm Druck: 252—254°, Jod- 
zahl nach Hiibl: 398,7, Refraktion (20°) 1,4965, Mol.-Gew. durch Gefrier- 
punktserniedrigung in Benzol bestimmt: 410,4, Erstarrungspunkt —175°, 
spez. Gew. D?° = 0,8559. 

Es sei bemerkt, daB die rohen Dermoidkohlenwasserstoftte bei 
Zimmertemperatur halbfest bis fliissig und hellgelblich gefiarbt waren. 

Da nach Tsujimoto aus Haifischleberél, das allerdings etwa 
90°/, an Unverseifbarem enthialt, das Squalen durch Vakuum- 
destillation gewonnen werden kann, versuchten wir nun auch, die 
Gewinnung von Kohlenwasserstoffen direkt aus dem Dermoidfett 
auf diese Weise zu erreichen. Wir destillierten das gereinigte 
Fett bei einem Quecksilberdruck von 2 mm bis 280°, das erhaltene 
halbfeste Destillat wurde neuerdings unter den gleichen Bedingungen 
destilliert. Die Destillate gaben aber starke Cholestolreaktionen. 
Jedenfalls scheint die Destillation des Dermoidfettes zur Gewinnung 
reiner Produkte weit schwieriger zu sein als die Destillation der 
Haifischleberdéle. 

Auch aus den gereinigten Kohlenwasserstoften gelang es mir 
nicht, durch Destillation bei Druck eine Fraktion mit negativer 
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Cholestolreaktion zu erhalten. Bei 1—2 mm Druck ging von 
210—240° etwa 18°, des Unverseifbaren als schwach gelbliche 
Fliissigkeit iiber. Bei Steigerung der Temperatur bis 280° wurde 
ein festes Destillat erhalten, dann trat im Kélbchen Verkohlung 
ein. Die Destillate gaben stets eine starke Liebermannsche 
Cholestolreaktion. Erst nach Verseiftung der Cholesterinester und 
Digitoninfillung wurde das Cholesterin vollstaindig entfernt. Es 
scheint der Dampfdruck des Cholesterins in Gemischen mit Squalen 
bei der Vakuumdestillation so grob zu sein, daB eine Trennung 
durch fraktionierte Destillation nicht mdéglich ist. Dadurch sind 
unsere friiheren Ergebnisse zu erkliren, daB kein einziges der 
Hochvakuum-Destillate trotz vielfacher Fraktionierung die 
Cholestolreaktion vermissen lieb. 

Das reinste, von uns erhaltene, als Squalen angesprochene Pro- 
dukt erstarrte schon im Kiskasten zu einer salbenihnlichen Masse, 
wihrend von Tsujimoto fiir Squalen ein Erstarrungspunkt von 
—75° angegeben wird. Doch méchten wir diese differente Kigen- 
schaft auf eine Verunreinigung beziehen, da z. B. ein recht geringer 
Cholesteringehalt das Destillat beim Abkiihlen schon zum salben- 
artigen Erstarren bringt. 

Auch friihere Ergebnisse glauben wir gegenwartig ungezwungen 
als damals falsch gedeuteten Nachweis von Squalen anfiihren zu 
diirfen. Der von Zeynek und Ameseder 1913 beschriebene 
Kohlenwasserstoff aus Dermoidfett wies die elementare Zusammen- 
setzung 88,03°/, C, 12,12°/, H auf, was mit der Formel C,,H,, 
sich ertriglich vereinigen laBt (ber. 87,8°/, C, 12,2°/, H), ebenso 
D!? = 0,8542, n56-3 = 14673, Siedep. 1mm = 192°: nur die Siede- 
punkterhéhung in Ather gab einen ganz differenten Wert, der wohl 
auf eine fehlerhafte Bestimmung zuriickzufiihren ist. — J. Muck 
hatte 1922 ein Bromprodukt von der Zusammensetzung C,,H,,OBr, 


isoliert, welches nun auch als durch teilweise Zersetzung eines 


Bromids C,,H,,Br,, entstanden gedeutet werden kann. Auch die 
Siure C,,H,,0,, welche Muck durch Chromsiureoxydation aus 
dem Unverseifbaren als Hauptprodukt erhalten hat, darf wohl in 
Beziehung gebracht werden zu dem yon Heilbron wilh Thompson®) 
erhaltenen Keton C,,H,,O0. Auch die bei den vielfachen fraktio- 
nierten Destillationen stets erhaltenen geringen, leicht fliichtigen 
Vorliiufe kénnen nach den Erfahrungen von Tsujimoto, von 
Heilbron und Mitarb., als terpenartige Zersetzungsprodukte vor 
Squalen angesehen werden. 

Daher halten wir uns fiir berechtigt zur Annahme, daf in 
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dem Dermoidfett Squalen oder ihm nahestehende Kohlen- 
wasserstoffe urspriinglich enthalten sind; die Menge der- 
selben ist nach unserer Ansicht auf etwa 1/5 des Dermoidfettes 
zu schatzen. 

Die Publikation dieser Ergebnisse wurde mehr als ein Jahr 
zuriickgehalten, da wir — leider vergebens — auf neues Material 
hofften, mit welchem nun leicht priizisere Resultate, u. a. die Be- 
stimmung der physikalischen Konstanten des Kohlenwasserstoft- 
anteils zu erreichen wire. 

Unter der Annahme, daB dieser Kohlenwasserstoff neben viel 
Cholesterin fiir das Fett von Ovarialdermoiden charakteristisch 
ist, diirfte ein Hinweis auf die letzten Untersuchungen von André 
und Canal?) von Interesse sein. Diese Autoren fanden in dem 
Leberfett eines Jungen Haies an unverseifbaren Bestandteilen 
neben 22,5°/, Cholesterin hauptsichlich Squalen, wiihrend beim 
erwachsenen Hai sich nur 2°/, Cholesterin vorfinden. Thann- 
hauser und Fromm?) haben auch in der Siugerleber Squalen 
nachgewiesen, aber umgekehrt neben viel Cholesterin. Da die 
Dermoidcysten Jugendformen entsprechen, mag das reichliche Vor- 
kommen von Squalen neben viel Cholesterin im Entwicklungsstadium 
von biologischer Bedeutung sein. 


Der Deutschen Gesellschaft f. Wissenschaften und Kiinste in 
der ¢sl. Republik danke ich fiir die Zuweisung einer Unter- 
stiitzung zur Durchfiihrung dieser Untersuchung, neben dem 
Institutsvorstand Prof. Zeynek, insbesondere Herrn Prof. Hauro- 
witz fiir vielfache Unterweisung und stete Kontrolle meiner Versuche. 
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Untersuchung des Fettes von Dermoidcysten 
auf Substanzen besonderer biologischer Bedeutung. 


Von 


Georg Behmel. 





(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der deutschen Universitat zu Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1932.) 


Da die Ovarialdermoide wohl als Jugendformen aufgetabt 
werden miissen, lag die Vermutung nahe, da8 in dem Dermoidfett 
Substanzen enthalten sein kénnten, die fettlésliche Vitamine dar- 
stellen. Auf Wunsch von Prof. Zeynek habe ich einige dies- 
beziigliche Versuche durchgefiihrt. 

Das Dermoidfett wurde aus dem Cysteninhalt in gleicher Weise ge- 
wonnen, wie es Dr. Dimter in der vorhergehenden Mitteilung beschrieben 
hat. Die Verseifung mit Natriumithylat wurde in der Kalte vorgenommen. 
Die iitherische Lésung des Unverseifbaren wurde von dem nach 48 Stunden 
ausgefallenen Niederschlag der Natriumseifen abfiltriert, das Filtrat wurde 
nochmals mit Natriumiithylat behandelt; nach weiteren 48 Stunden wurde 
von dem nunmehr geringen Seifenniederschlag filtriert, die klare Lésung 
wurde gut mit Wasser gewaschen, hierauf im Vakuum eingedampft, schlieb- 
lich wurde der Riickstand mit trockenem Ather aufgenommen und bei Luftab- 
schluB verwahrt. 

Auffallend groB war der Gehalt an Sterinestern: bezogen 
auf das reine Dermoidfett waren 6,4°/, freies und 13,9°/, gebundenes 
Sterin durch die Fallung mit Digitonin nach Windaus isolierbar. 

Das aus dem Digitonincholesterid durch Spaltung mit sieden- 
dem Xylol gewonnene Sterin schmolz bei 136°, wahrend das Sterin, 
welches nach der Lewkowitschschen Methode (der Abtrennung 
von Kohlenwasserstoffen mittels Essigsiureanhydrid) aus dem durch 
Umkrystallisieren aus Weingeist gereinigten Acetylester dargestellt 
worden war, den Schmelzp. 145—146° aufwies. Bei diesem hohen 
Schmelzpunkt war es wohl unwahrscheinlich, daB diese letztere 
isolierte Substanz neben Cholesterin noch andere Sterine enthielte, 
immerhin konnten solche in den Mutterlaugen enthalten sein, wie 
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auch geringe Sterinmengen von besonderer biologischer Wirksamkeit 
nicht ausgeschlossen erschienen. 

Die Abwesenheit von Oxy- und Isocholesterin im Dermoidfett hat 
schon Muck?) 1922 hier nachgewiesen; auf Grund der Untersuchungen 
von André und Canal’), nach welchen im Haifischleberél Chol- 
esterine mit hoher Jodzahl vermutet wurden, haben wir das uns 
zur Verfiigung stehende Material auch auf seine Jodaddition unter- 
sucht. Bei Parallelversuchen, nach dem Verfahren yon Hanu§8’*) 
einerseits die Jodaddition von reinem, aus menschlichen Gallen- 
steinen hergestellten Cholesterin, andererseits aus dem durch 
Digitoninfillung aus Dermoidcysten isolierten Cholesterin zu be- 
stimmen, wurden fiir letzteres keine héheren Werte erhalten. 
Demnach ist es nicht wahrscheinlich, daB im Dermoidcystenfett 
stirker ungesittigte Sterine vorhanden sind. 

Dagegen wurde durch Herrn cand. med. Adolf Winkler hier 
nach Schénheimers’) Verfahren auf gesittigte, hydrierte Sterine 
untersucht und unter genauer Kinhaltung der von Schénheimer 
(S. 81 a. a. O.) ausgearbeiteten Methodik ein hoher Wert (28,5°/,) 
an gesattigtem Sterin gefunden. Da Schénheimer schon selbst 
iiber den hohen Gehalt an Dihydrocholesterin in Dermoid- 
cysten berichtet hat (S. 111 a. a. 0O.), sei unser Befund als iiber- 
einstimmend mit seinen Ergebnissen nur beiliufig mitgeteilt. 

EK. D. Kamm) hat in Fischélen neben Squalen, welches 
Dimterim Dermoidfett nachgewiesen hat, auch Batyl- und Selachyl- 
alkohol vorgefunden. Letztere Substanzen sind nach Heilbron 
und Owens§) als Monoglycerinither anzusehen. Daher wurde der 
Versuch unternommen, durch Spaltung des Unverseifbaren mit 
Jodwasserstoff aus Glycerin entstandenes Isopropyljodid nach- 
zuweisen; jedoch trat beim Kochen des Unverseifbaren mit Jod- 
wasserstoff kein Isopropyljodid auf. 

Farbenreaktionen zum Nachweis von Ergosterin, Vitamin D 
und Vitamin A. 

1. Reaktion von O. Rosenheim.*) 2 ccm einer 20°/,igen 
Dermoidfettlésung wurden mit 2 ccm einer Lésung aus 9 Teilen 
Trichloressigsiiure in 1 Tez] Wasser versetzt. Es trat bald eine 
tiefe Briunung ein, so daB die Reaktion in dieser Form nicht als 
positiv gelten konnte. Dagegen gab das Unverseifbare, in gleicher 
Weise behandelt, eine deutliche Rotfirbung, die nach einiger Zeit 
in Violett iiberging. — Im Vergleich mit einem, aus dem Grof- 
handel bezogenen und fiir Apotheken bestimmten Lebertran war 
diese Reaktion beim Dermoidfett weitaus stirker; auf Grund 
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colorimetrischer Messungen wiire eine etwa 7 fach starkere Ergo. 
sterinreaktion im Dermoidfett gegeniiber dem Lebertran anzu- 
nehmen. 

2. Hiiussler und Brauchli’) haben die Tortelli-Jaffesche 
Reaktion als charakteristisch fiir Ergosterin und seine Um- 
wandlungsprodukte erkannt. Es werden der Mischung von 5 ccm 
Fett, 10 ccm Chloroform und 1 ccm Kisessig, 2,5 ccm einer 
10°/, igen Lésung von Brom in Chloroform zugesetzt, dann wird gut 
durchgeschiittelt. Eine nach 10 Minuten auftretende Griinfarbung 
ist als charakteristisch fiir Ergosterin anzusehen. — Die Reaktion 
war bei Dermoidfett und bei Lebertran in gleicher Weise positiy, 

3. Zur Unterscheidung von Ergosterin und seinem Bestrahlungs- 
produkt (Vitamin D) gibt Meesemaecker®) an, daB die Chloroform. 
lisung des Fettes nach heftigem Durchschiitteln mit wasserfreiem 
Chlorzink oder mit Phosphorsiiureanhydrid nur bei Gegenwart 
von bestrahltem Ergosterin eine griine Farbung mit griiner Fluo- 
rescenz giibe, die nach 30 Minuten die héchste Intensitat erreicht 
und recht lange bestiindig ist. Wir haben mit dem Unverseif- 
baren aus Dermoidfett diese Reaktion ausgefiihrt, und zwar mit 
2—10°/,iger Konzentration der Lisungen, auch wurde z. T. Tetra- 
chlorkohlenstoff an Stelle von Chloroform verwendet; dazu kam je 
2 ¢ wasserfreies Zinkchlorid. Nach gutem Durchschiitteln im 
Stépselzylinder wurde absetzen gelassen. Bei diesen Reaktionen, 
die analog auch mit P,O, durchgefiihrt wurden, trat nur eine 
Verstirkung der Gelbfirbung, schlieBlich eine Braunfirbung ein. 
Dagegen wurde mit Lebertran und mit bestrahltem Unverseifbaren 
aus Dermoidfett eine deutliche Griingelbfirbung mit griiner Fluo- 
rescenz erhalten. 

4. Die Antimontrichloridprobe nach Carr und Price!) gab 
mit Dermoidfett wie mit seinem unverseifbaren Anteil keine Blau- 
fiirbung. Verwendet wurden 0,2 ccm einer Chloroformlésung, die 
20°/, Dermoidfett oder die entsprechende Menge des Unverseit- 
baren enthielt und 2 ccm einer 30°/, igen SbCl,-Lésung in Chloro- 
form. Unter den gleichen Versuchsbedingungen gab Lebertran 
eine Blaufiirbung, deren Intensitit einer 0,02°/,igen Indigocarmin- 
lisung gleichkam. Darnach ist die Anwesenheit von Vitamin A 
im Dermoidfett nicht anzunehmen. 


Fiitterungsversuche. 
Zur Unterstiitzung des Ergebnisses dieser Reaktionen wurden 
noch einige Tierversuche an jungen weiBen Ratten ausgefiihrt. 
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1. Vitamin D. Nach mehreren Vorversuchen, bei denen ent- 
weder die Tiere schlecht gediehen, oder keine ausgesprochene 


 Rhachitis auftrat, erwies sich folgende auf Grund der Untersuchungen 


yon Me Collum und Mitarb.!) versuchte Diiit als gut brauchbar: 
30°/, Weizen, 12°/, Gluten, 2°/, Agar-Agar, 5°/, Speck, 31°/, 
Mais, 5°/, Hefe, 10°/, Gelatine, 5°, Salzgemisch Nr. 37 (CaCO, 
1,5; KCl 1,0; NaCl 1,0; NaHCO, 0,4; MgO 0,2; FeSO, 0,2; 


'KH,PO, 0,85; KJ Spuren), Verabreicht wurden ‘tiglich "20 v. 
| Bei " dieser Dist machten die Tiere keinen krankhaften Kindruck 


und nahmen an Gewicht zu; doch ergab nach vierwéchentlicher 


| Fiitterung die Réntgenuntersuchung deutliche rhachitische Ver- 


‘inderungen. — Nun wurde in der Kost je eines Tieres der Speck 
durch 1 g Olivenél mit 0,04 g bestrahltem Dermoidfett, bei anderen 
durch 1 g Lebertran ersetzt. Die Bestrahlung des Dermoidfettes 
geschah im Licht einer Hanauer Quecksilberquarzlampe, ihm 
waren in 10 cm Entfernung diinne Schichten des Dermoidfettes 
durch 4/, Stunde ausgesetzt worden. — Bei durch 6 Wochen 
mit der angegebenen Rhachitisdiit gefiitterten Tieren zeigte die 


| Obduktion sehr auffallig die rhachitischen Veriinderungen, wihrend 
nach 4 wochentlicher Rhachitisdiit und folgendem 2 wéchentlichen 
' Zusatz der angegebenen Mengen von Lebertran bzw. bestrahltem 
| Dermoidfett die rhachitischen Erscheinungen geschwunden waren 
Die starke antirhachitische Wirkung des bestrahlten Dermoidfettes 
ist dadurch auBer Zweifel. 


2. Zum Nachweis von Oestrushormon wurde kastrierten 


_ weiBen weiblichen Ratten nach Allen-Doisy eine Lésung von 
 4°/, Dermoidfett in Olivenél injiziert, und zwar Mengen bis 


2cem. Kine Brunstreaktion im Scheidenabstrich war nicht zu 
beobachten. 
3. Zum Nachweis von Vitamin A wurden Fiitterungsversuche 


an infantilen weiBen Ratten ausgefiihrt, obwohl nach dem nega- 


tiven Ausfall der Antimonchloriirprobe ein positives Ergebnis un- 
Wahrscheinlich erschien. Auch weisen die Untersuchungen von 


_Sjollema}’) und neuestens von Drummond und Morton?) auf 
_ die Schwierigkeiten hin, solche Yersuche eindeutig durchzufiihren. — 
Als bei Verwendung der von Drummond und Morton an- 
gegebenen Diit bei 5 Versuchstieren nach 5 Wochen keine Ge- 
_ wichtszunahme eingetreten war, wurden die Versuche abgebrochen. — 


Die anatomische Lage und Entstehung der Ovarialdermoide 


hatte daran denken lassen, daB das merkwiirdig zusammengesetzte 
_ Dermoidfett nicht als Depotfett aufzufassen sei; bei dieser Vor- 


Hoppe-Seyler’s Zcitschrift f. physiol. Chemie. CCVITI. 5 
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stellung waren uns die negativen Befunde betreffend Vitamin A 
und QOestrushormon iiberraschend. 


Zusammenfassung. 


Das Fett von Ovarialdermoiden enthielt reichlich Sterinester, 
Unter den Sterinen waren gesiittigte (Dihydrocholesterin) reichlich 
vertreten, stirker ungesiittigte fehlten. Monoglycerinither konnten 
nicht nachgewiesen werden. Ergosterin wurde durch seine Far)- 
reaktion und die biologische Wirkung des bestrahlten Fettes bei 
Fiitterungsversuchen als vorhanden wahrscheinlich gemacht. Vita- 
min A und Oestrushormon fehlte. 
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Uber einige Derivate des Anserins, Carnosins und Histidins. 
Von 


Werner Keil. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. April 1932.) 


Das von Ackermann und seinen Mitarbeitern!) im Tier- 
kérper aufgefundene Anserin ist d-8-Alanyl-f-1,5-Methylimidazolyl- 
g-aminopropionsiure. Trotzdem die Konstitution genau bekannt 
ist?), gelang bisher seine Synthese noch nicht. Versuche dazu 
sind yon mir schon seit liingerer Zeit angestellt worden. Es lag 
nahe, die Synthese des Anserins durch Methylierung von Carnosin 
zu versuchen; aber bei diesem Versuch gelang es nur, ein fiinf- 
fach methyliertes Carnosin zu fassen. Das entstandene Produkt 
(Formel I) ist B-Dimethylalanyl-f-methylimidazolylalanin - bis - hy- 
droxymethylat. Derselbe Kérper entsteht, wie zu erwarten, auch 
bei erschépfender Methylierung von Anserin, wobei dieses vier 
Methylgruppen aufnimmt.*) Leider erwies sich die methylierte 
Substanz als recht empfindlich. Die meisten ihrer Salze_ kry- 
stallisieren schwer. Die besten Ejigenschaften zeigt noch das 
Chloroaurat. — Die Analysendaten der Chloroaurate und auch 
das sonstige Verhalten weisen auf eine zweifellose Identitat der 
aus Carnosin und aus Anserin dargestellten Substanz hin. Der 
Schmelzpunkt der Chloroaurate ist, wenn auch unscharf, doch 
cleich (zwischen 92° und 96°). Der Mischschmelzpunkt zeigt 
keine Depression. Das optische Verhalten ist leider nicht sehr 
charakteristisch.*) 





1) Ackermann, Timpe u. Poller, Diese Z. 183, 1 (1929); Hoppe- 
Seyler, W.u. F. Linneweh, Diese Z. 184, 276 (1929); Ackermann u. 
Hoppe-Seyler, Diese Z. 197, 135 (1931). 

*) Linneweh, Keil u. Hoppe-Seyler, Diese Z. 183, 11 (1929); 
Keil, Diese Z. 187, 1 (1929); W. uF. Linneweh, Diese Z. 189, 80 (1930). 

*) Die Methylierung von Anserin und Carnosin wurde mit Dimethy]- 
sulfat bei Gegenwart von Soda ausgefiihrt. Andere Methylierungsmethoden 
bewirkten hiufig eine Sprengung der Peptidbindung, wobei erschépfend 
methyliertes Histidin und Tetramethylammoniumbydroxyd entstand. 

*) Zuerst schien es, als ob die aus Carnosin dargestellte Verbindung 
links-, die aus Anserin dargestellte Verbindung rechtsdrehend sei; doch 
5* 
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Da die Methylierung des Carnosins nicht zum gewiinschten 
Erfolg fiihrte, wurde weiterhin versucht, ein Spaltprodukt des 
Anserins, die #-1,5-Methylimidazolyl-a-aminopropionsiure, dar- 
zustellen. Ks muBten dazu Derivate des Histidins benutzt werden, 
die es gestatten, eine Methylgruppe in den Imidazolkern ein- 
zufiihren, ohne daB die «-Aminogruppe der Seitenkette mitalkyliert 
wird. Der Gedanke lag nahe, die Aminogruppe durch Acylierung 
zu schiitzen. Von den bisher bekannten Acylderivaten des Histidins 
erwies sich aber keins als brauchbar. Erst das von mir dar- 
gestellte «-Phthalylhistidin geniigte den Anforderungen. — Das 
a-Phthalylhistidin (Formel II), das durch Zusammenschmelzen von 
Phthalsiiureanhydrid und Histidin gewonnen wurde, bildet mit 
Siiuren gut krystallisierte Verbindungen, auch seine Ester sind 
schén krystallisiert. Bei der Einwirkung von Benzoylchlorid und 
Natronlauge auf diese Ester wurde, wie zu erwarten, der Imidazol- 
ring auseinandergesprengt.') Es bildeten sich Ester der 5,4-Di- 
benzoylamino-2-phthalylamino-penten-(4,5)-siure-(1) (Forme! II). — 
Bei der Destillation iiber Natronkalk im Wasserstoftstrom gibt 
das Phthalylhistidin unter Absprengung der Seitenkette Imidazol. 
Die Reaktion ist somit analog der, die Ackermann beim Histidin 
beobachtete.?) 

Die erwiinschte Methylierung des ¢-Phthalylhistidins machte 
dann aber leider groBe Schwierigkeiten. Auch hier erwies sich 
als die beste Methode zur Methylierung die unter Verwendung 
von Methylsulfat bei Gegenwart von Soda. Aber selbst bei vor- 
sichtigstem Arbeiten erhielt ich ein Gemisch von Substanzen, 
deren Trennung vorliufig noch nicht zur Zufriedenheit gelang. 
Ks lief sich eine quartiire Base in Form ihres Chloroaurates 
isolieren, dessen Analyse darauf hinwies, da8 es sich um §-Methy!- 
imidazol-@-phthalylalanin-hydroxymethylat (Formel IV) handelt. 
Weiter gelang die Abtrennung von zwei offenbar tertiiiren Basen. 
Die Trennung dieser beiden isomeren Basen voneinander gliickte 
vorerst noch nicht véllig. In ihnen diirfte auf Grund der Ana- 
lysen #-1,4-Methylimidazolyl-a-phthalylalanin (Formel V) und 
stellte sich bei weiterer Reinigung heraus, daB das Carnosinderivat noch 
durch kleine Mengen des stark linksdrehenden, erschépfend methylierten 
Histidins verunreinigt war. Der Drehungswinkel des reinen methylierten 


Produktes (als Chlorid) ist in 3°/,iger Lésung kleiner als 0,2°, wodurch die 


Untersuchung natiirlich noch weiter erschwert wird. 
1) Vgl. auch Kossel u. Edlbacher, Diese Z. 93, 396 (1915); Windaus, 


Diérries u. Jensen, Ber. chem. Ges. 54, 2745 (1921). 
*) Diese Z. 65, 504 (1910). 














d 


Ce YS — 








hten 
des 
dar- 
den, 
eln- 
liert 
ung 
lins 
lar- 
Daas 
VOU 
mit 
ind 





Uber einige Derivate des Anserins, Carnosins und Histidins. 69 


j-1,5-Methylimidazolyl-a-phthalylalanin (Formel VI) vorliegen. Er- 
schwert wurde die Trennung noch dadurch, daB die eine Kom- 
ponente (offenbar die 1,4-) in erheblich gréBerer Menge entsteht. — 
Die Trennung dieser beiden Isomeren soll weiter ausgearbeitet 
werden. Ich hoffe demniichst dariiber weiter berichten zu kénnen. 
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Experimentelles. 


Methylierung von Anserin. 0,2 g Anserin werden in etwa 20 ccm 
10°/,iger Sodalésung gelést und portionsweise mit insgesamt 1,5 ccm Methyl- 
sulfat unter Schiitteln versetzt. Nach vollendeter Umsetzung wird mit 
Salzsiure angesiuert und mit iiberschiissigem Goldchlorid versetzt. Das dlig 
ausfallende Chloroaurat erstarrt nach kurzem Stehen. Es wird aus warmer 
verdiinnter Salzsiure umkrystallisiert und bei 78° im Vakuum getrocknet. 


17,56 mg Substanz gaben 7,08 mg Au. 

4,859 mg _is,, » 8,00 mg CO, + 1,20 mg H,O. 
C,,H,0,N,Au,Cl, (976,3) Ber. C 17,16°/, H 2,68°/, Au 40,40°/, 
Gef. ,, 1685  ,, 2,76 » 40,82. 

Das Chloroaurat bildet Krystalle vom Schmelzp. 92—96° (unkorr.), 
die in Wasser sehr schwer léslich sind. 

Methylierung von Carnosin. 1 g Carnosin wird in etwa 100 cem 
10°/,iger Sodalésung gelést und mit 10 ccm Methylsulfat, wie oben beim 
Anserin beschrieben, methyliert. Das Reaktionsprodukt wird ebenfalls als 
Chloroaurat isoliert. Es wird zur Analyse bei 78° im Vakuum getrocknet. 


11,98 mg Substanz gaben 4,83 mg Au. 
C,,H,,0,N,Au,Cl, (976,83) Ber. Au 40,40°/, Gef. Au 40,31°/,. 
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Das Chloroaurat bildet bei 92—96° schmelzende Krystalle. Ein Misch- 
schmelzpunkt mit dem aus Anserin dargestellten Chloroaurat zeigt keine 
Depression. 

a-Phthalylhistidin. Ein Gemisch aus je 1 g feingepulvertem 
Histidin und 1 g feingepulvertem Phthalsiureanhydrid wird im Olbade auf 
180—200° erwirmt. -Die blasige Masse wird auf dieser Temperatur gehalten, 
bis die Entwicklung von Wasserdampf ganz aufgehért hat (etwa 30 Min.). 
Nach dem Erkalten wird die Masse aus viel siedendem Wasser umkrystallisiert 
und bei 100° im Vakuum getrocknet. (Ausbeute 1 g.) 

5,591 mg Substanz gaben 0,720 cem N (19,5° 748 mm). 

C,,H,,N,O, (285,1) Ber. N 14,74°/,  Gef. N 14,82°/,. 

Das Phthalylhistidin bildet weiBe Krystalle vom Schmelzp. 188° (unkorr.), 
die dem Histidin ahneln. Es ist in kaltem Wasser ziemlich schwerléslich, 
leicht léslich in siedendem Wasser. In organischen Lésungsmitteln ist es 
unléslich. Es gibt wie Histidin mit Phosphorwolframsiure, Pikrolonsiure, 
ammoniakalischer Silberlésung und Quecksilberacetat schwerlésliche Ver- 
bindungen. Das Chloroaurat ist in Wasser ziemlich leicht loslich. In ver- 
diinnten Siuren und Basen ist das Phthalylhistidin leicht léslich. Mit 
Diazobenzolsulfosiiure nach Pauly gibt es eine intensive Rotfirbung. 

Das «a-Phthalylhistidinpikrat bildet gelbe Krystalle vom Schmelz- 
punkt 251°. Es ist in kaltem Wasser sehr schwer ldéslich. 

Das «-Phthalylhistidinmethylester-Chlorhydrat wird durch 
Einleiten von trockenem Chlorwasserstoff in eine methylalkoholische Sus- 
pension von Phthalylhistidin dargestellt. Dieses geht beim Einleiten von 
Chlorwasserstoff schnell in Lésung. Beim Abkiihlen krystallisiert das Chlor- 
hydrat des Esters fast quantitativ aus. Es wird zur Analyse bei 100° im 
Vakuum getrocknet. 

4,719 mg Substanz gaben 9,24 mg CO, und 1,80 mg H,0. 

C,,H,,N;,0,Cl (335,6) Ber. C 53,669/, H 4,20, 
Gef. ,, 53,42 ,, 4,26. 

Die Substanz bildet derbe farblose Krystalle. Sie ist in kaltem Alkohol 
fast unléslich, auch in kaltem Wasser ziemlich schwerléslich. Sie schmilzt 
bei 238—-240° unter Zersetzung. 

Der freie Ester wird durch Auflésen des Chlorhydrates in Wasser 
und Versetzen mit konzentrierter Sodaldsung gewonnen. Beim Ausschiitteln 
der Lésung mit Chloroform geht der in der Sodalésung emulgierte Ester 
in dieses iiber. Nach dem Verdunsten des Chloroforms bleibt der Ester als 
Krystallmasse zuriick. Er ist in Wasser sehr schwer loslich, leicht léslich 
in Chloroform und in Alkohol, sehr wenig léslich in Ather. Er schmilzt 
bei 187° (unkorr.). 

Der a- Phthalylhistidinaithylester wird analog wie der Methyl- 
ester dargestellt. Er bildet ebenfalls in Wasser und Ather schwerldsliche 
Krystalle. Der Schmelzpunkt liegt bei 195° (unkorr.). 

5,011 mg Substanz gaben 11,180 mg CO, und 2,17 mg H,O. 

4,826 mg - »  10,780mg , , 207mg ,, 

C,.H,,N,0, (313,1) Ber. C 61,35°/, H 4,83, 
Gef. ,, 60,97  ,, 4,85 
» 60,95  ,, 4,80. 

Aufspaltung von a-Phthalylhistidinester durch Benzoy]- 

chlorid. 1,2 g a-Phthalylhistidinmethylesterchlorhydrat werden in 30 ccm 
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Wasser gelést. Die Lésung wird mit 12 g krystallisiertem Natriumcarbonat 
yersetzt. Die entstandene Emulsion des nun in Freiheit gesetzten Esters 
wird mit 7 g Benzoylchlorid geschiittelt. Nach 12stiindigem Stehen hat 
sich der Ester des Aufspaltungsproduktes als kriimelige, halbfeste Masse 
abgeschieden. Man filtriert ab und wiischt mit Wasser nach. Die getrocknete 
Masse wird nun zur Entfernung von unverbrauchtem Benzoylchlorid mit 
Ather verrieben. Bei mehrmaligem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol 
wird der Ester verseift. Die freie Siure (Formel III) wird bei 100° im 
Vakuum getrocknet. (Ausbeute 0,5—0,6 g.) 


4,961 mg Substanz gaben 12,180 mg CO, und 20,3 mg H,0O. 
Gef. ,, 66,90 »» 4,58. 


Die 4,5 - Dibenzoylamino - 2 - phthalylimino-penten (4,5)- 
siiure(1) ist in kaltem Wasser sehr schwer loéslich, leicht léslich in heibem 
Alkohol. Sie schmilzt bei 194° (unkorr.). 

Destillation von «-Phthalylhistidin tiber Natronkalk. 0,5¢ 
a-Phthalylhistidin werden im Wasserstoffstrom iiber Natronkalk destilliert, 
wie es fiir Anserin') vor kurzem beschrieben wurde. Das in Salzsiure 
aufgefangene Destillat wird eingedampft. Der Riickstand wird mit Gold- 
chlorid ins Chloroaurat verwandelt. Dieses wird aus verdiinnter Salzsiiure 
unkrystallisiert und im Vakuum bei 100° getrocknet. Es handelt sich um 
Imidazolchloroaurat. 


11,20 mg Substanz gaben 5,38 mg Au. 
C,H,N,AuCl (408,0) Ber. Au 48,33°/, Gef. Au 48,03 °%/,. 


Die Substanz farbt sich bei langsamem Erhitzen bei 230° (unkorr.) 
unter Zers. schwarz, wie es fiir Imidazolchloroaurat beschrieben ist. 

Methylierung von a@-Phthalylhistidin. 1 g a-Phthalylhistidin 
wird mit konzentrierter Sodalésung und Methylsulfat methyliert, bis die 
Paulysche Diazoreaktion verschwunden ist. Man versetzt nach dem Ab- 
filtrieren des entstandenen Natriumbicarbonats bis zur kongosauren Reaktion 
mit Salzsiure. Dann fillt man mit Goldchlorid die Chloroaurate aus. Durch 
wiederholtes Umkrystallisieren erhilt man eine sehr schwer lésliche und 
eine leichtlésliche Fraktion (durch Eindampfen der Mutterlaugen). Das 
schwerlésliche Goldsalz erweist sich bei der Analyse als 6-Methylimid- 
azolyl-a-phthalylimino-propionsiure-aurochlormethy lat. 


13,83 mg Substanz gaben 4,11 mg Au. 

C,,.H,,N,0,AuCl, (654,1) Ber. Au 380,10°/, Gef. Au 29,72°/,. 

In der leicht léslichen Fraktion diirfte ein Gemisch von §-1,4-Methy]- 
imidazolyl-a-phthalyliminopropionsiurechloroaurat und #-1,5- 
Methylimidazolyl-ea-phthalyliminopropionsiurechloroaurat 
(Formel IV und V) vorliegen. 

10,45 mg Substanz gaben 3,15 mg Au. 

CisH,,N,0,AuCl, (642,1) Ber. Au 30,72°/, Gef. Au 80,84°,. 

Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft danke ich fiir Mittel, 
die zur Durchfiihrung der Arbeit erforderlich waren. 


1) A. a. O. 














Notiz tiber das £-Cholesterin. 


Von 
Theodor Wagner-Jauregg und Lotte Werner. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, 
Institut fir Chemie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. April 1932.) 





Gelegentlich der Darstellung verschiedener Sterine, die auf 
ihre entgiftende Wirkung gegeniiber Saponinen gepriift werden 
sollen, zogen wir auch das #-Cholesterin in den Kreis unserer 
Betrachtung. 

Das f-Cholesterin entsteht als Nebenprodukt bei der Reduk- 
tion des Cholestenons mit Natrium und Athylalkohol.!) Es soll 
sich auBerdem neben Cholestenon beim Erhitzen von unreinem 
Cholesterin auf 300—320° bilden.!) Nach seiner Darstellung und 
seinen Kigenschaften hielt man das /-Cholesterin fiir ein Isomeres 
des Cholesterins. Wir fanden nun, daf das f-Cholesterin keine 
einheitliche Substanz, sondern eine Molekiilverbindung ist. Dic 
Digitoninfaillbarkeit des #-Cholesterins*) ist naémlich keine voll- 
kommene; es werden nur 50°/, gefallt. Bei der Extraktion der 
Digitoninfaillung mit Toluol erhielten wir einen Korper, der nach 
Klementaranalyse, Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt iden- 
tisch mit Dihydrocholesterin (f-Cholestanol) ist.) 

Die Bromtitration nach Kuhnhenn-Rosenmund ergab, 
fiir ein Molekulargewicht von 887,4 berechnet, eine halbe Doppel- 
bindung. Das bedeutet, da der digitoninfaillbare Anteil das ge- 
siittigte Dihydrocholesterin ist, daB in der restlichen Komponente 
eine Doppelbindung vorhanden ist. Da sich nach Zerewitinofi 
in einem Mol £-Cholesterin eine Hydroxylgruppe nachweisen 


1) O. Diels und K. Linn, Ber. chem. Ges. 41, 260 (1908). 

2) A. Windaus, Liebigs Ann. 458, 112 (1927). 

3) A. Windaus (a. a. O.), hydrierte $-Cholesterin katalytisch und er- 
hielt nach dem Umkrystallisieren Dihydrocholesterin. Wir vermuten, dal 
beim Umkrystallisieren der hydrierten Molekilverbindung der Digitonin 
unfallbare Anteil mit den Mutterlaugen verloren ging und nur das, schon vor 
der Hydrierung vorhandene Dihydrocholesterin isoliert wurde. 
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lieB, dirfte die digitoninunfallbare Komponente des f-Chole- 
sterins tatsichlich isomer mit Cholesterin sein. 

Die Bildung von Dihydrocholesterin und Cholesterin 
neben #-Cholesterin bei der Reduktion von Cholestenon mit 
Natrium und Alkohol vermuteten bereits O. Diels und K. Linn.?) 
‘'atsaéchlich konnten wir alle drei Substanzen aus dem Reduktions- 
gemisch isolieren und identifizieren.’*) Wir fanden die Ausbeute an 
Dihydrocholesterin bei Vornahme der Reduktion in siedendem 
Propylalkohol wesentlich vermehrt. Unter Verwendung von Amyl- 
alkohol hatten O. Diels und KE. Abderhalden?) diese Methode 
zur préparativen Darstellung des Dihydrocholesterins angewandt. 


Experimentelles. 


Darstellung des f-Cholesterins. Diese erfolgte nach der 
Vorschrift von O. Diels und K. Linn’) durch Einwirkung von 
Natrium auf Cholestenon in siedendem Athylalkohol. Wir fanden 
es vorteilhafter Methylalkohol zur Reduktion zu verwenden. Das 
6-Cholesterin lieB sich in diesem Falle leichter reinigen; auch die 
Ausbeute diirfte etwas besser sein. Aus 5 g Cholestenon erhielten 
wir bestenfalls 0,5 g f-Cholesterin. Unsere reinsten Priaparate 
schmolzen bei 159,5°. 

Zur Analyse wurde das f#-Cholesterin im Hochvakuum bei 
110° getrocknet. 

3,773 mg Substanz gaben 11,615 mg CO, und 4,075 mg H,0. 


3,694 mg ™ » 11,345 mg CO, und 3,995 mg H,0O. 
C,,H,;0 _ $ : (C,,H,,0 . C,,H,,0) 
Ber. C 83,64°/, H 12,23°/, 


Gef. ,, 83,95, 83,69°/, »» 12,09, 12,10°/, 
Bestimmung der aktiven Wasserstoffatome: 
7,885 mg Substanz (Schmelzp. 155°) gaben 0,56 ccm CH, (reduziert, 
Versuchstemperatur 16°). 
7,885 mg Substanz (Schmelzp. 155°) gaben 0,56 ccm CH, (reduziert, 
Versuchstemperatur 95°). 
C,,H,,0; 1 akt. H Ber. 0,46 com CH,. 


1) a.a. O., S. 266. 

18) In einem, einmal aus Aceton umkrystallisierten Reduktionsgemisch 
vom Schmelzp. 119° waren 2/,; durch Digitonin fal)bar. 

*) Ber. chem. Ges. 39, 889 (1906). 

3) a. a. O., S. 265. Die Darstellung des f-Cholesterins durch Erhitzen 
von Cholesterin auf 300—320° gelang uns nicht, auch nicht bei Verwendung 
von Cholesterin, das aus Eiern dargestellt war. Es ist dazu, wie Diels und 
Linn hervorheben, die Anwesenheit noch nicht naéher bekannter Kataly- 
satoren erforderlich [vg]. hierzu auch R. Schénheimer, Naturw. 18, 881 
(1930)]. 
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12,29 mg Substanz (Schmelzp. 156°) gaben 0,93 cem CH, (reduziert; 


Versuchstemperatur 17°). 

12,29 mg Substanz (Schmelzp. 156°) gaben 0,95ccm CH, (reduziert; 
Versuchstemperatur 95°). 

C,,H,,0; 1 akt. H Ber. 0,71 cem CH,. 

Die spezifische Drehung der Substanz wurde in Chloroform be- 


stimmt. 
[a] ® = (+ 0,75°- 100): (1- 1,084) = + 69,2° 


Titrationder Doppelbindung nach Rosenmund und Kuhnhenn:!) 

125,6 mg Substanz verbrauchten 3,27 ccm n/10-Pyridinsulfatdibromid- 
losung. 

C.,H,,0 3; Ber. 3,25 ccm n/10-Pyridinsulfatdibromidlésung. 

Fallung mit Digitonin in alkoholischer Lésung nach Th. FE. H. 
Thaysen?): 

34,7 mg Substanz lieferten 71,6 mg Digitonid entsprechend 17,9 mg ge- 


fallter Substanz (51,6°/). 
89,7 mg Substanz lieferten 192,5 mg Digitonid entsprechend 48,12 mg 


gefallter Substanz (53,6°/,). 

Isolierung von Dihydrocholesterin aus f-Chole- 
sterin. Eine alkoholische Lésung von /-Cholesterin wurde mit 
der berechneten Menge Digitonin (in Alkohol) gefallt. Die aus 
der Digitoninfaillung mittels Toluol extrahierte und aus Alkohol 
umkrystallisierte Substanz schmolz bei 139° (Mischschmelzpunkt 
mit Dihydrocholesterin: 139°). 

3,498 mg Substanz gaben 10, . mg CO, und 3,84 mg H,O. 

C,.H,,0 Ber. C 83,45°/, H 12,45°/, 
Gef. ,, 83,12 »» 12,32 

Das Filtrat der Digitoninfallung engten wir im Vakuum ein. 
Die ausfallende Substanz schmolz, mehrmals aus verdiinnten 
Alkohol und verdiinnten Aceton umkrystallisiert, unscharf bei 
114—115° und war offensichtlich noch unrein. Schmelzpunkt und 
Digitoninunfallbarkeit leBen uns vermuten, da’ Pseudochole- 
sterin (Schmelzp. 116°) vorliegen konnte, doch zeigte eine 
Mischung beider Substanzen deutliche Schmelzpunktsdepression. 

Benzoylierung von f-Cholesterin.’) 0,2 ¢ f-Cholesterin 
vom Schmelzp. 155° in 5cem Pyridin gelést, wurden mit der 
doppelten Menge Benzoylchlorid erst bei Zimmertemperatur 
12 Stunden stehen gelassen, schlieBlich kurz auf 70° erwarmt. 

1) Zs. f. Unt. d. rng u. GenuBmittel 2, 154 (1923). 


2) Biochem. Z. 62, 93 (1914). 
3) QO. Diels ao “f Linn (a. a. O., S. 269) erhielten beim Erhitzen 


von f-Cholesterin mit Benzoylchlorid auf 150—165° in manchen Fallen 
Cholesterylbenzoat. 
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Die Aufarbeitung erfolgte in der wblichen Weise. Das Benzoy- 
lierungsprodukt schmolz nach einmaligem Umkrystallisieren aus 
verdiinnten Aceton bei 125°. 

{a]3,7 = (+ 0,12°- 100): (0,5 - 0,704) = + 34,1° (CHCI,). 


Bei nochmaligem Umkrystallisieren aus Aceton schmolz die Substanz 
unscharf bei 135°. Mischschmelzpunkt mit Dihydrocholesterylbenzoat: 135° 
(triib, klar bei 144°). [Schmelzpunkt des Dihydrocholesterylbenzoates: 135° 
(trib, klar bei 155°); Schmelzpunkt des Cholesterylbenzoates: 146,5° (triib, 
klar bei 178°).] 


Nachweis von Dihydrocholesterin und Cholesterin 
im Reduktionsgemisch des Cholestenons. 


a) Direkt: Zur Reindarstellung des #-Cholesterins aus dem 
rohen Reduktionsgemisch ist haufiges Umkrystallisieren aus 
Aceton noétig. Die vereinigten Mutterlaugen wurden eingeengt 
und die ausfallende Substanz mehrmals aus Hisessig, Methanol 
und Alkohol umkrystallisiert. SchlieBlich erhielten wir schdéne, 
clinzende Krystalle vom Schmelzp. 188—139,5°. Mischschmelz- 
punkt mit Dihydrocholesterin: 138—139,5°. Auch Cholesterin 
lieB sich aus. den Mutterlaugen isolieren und durch Schmelzpunkt 
und Mischschmelzpunkt identifizieren. Die Trennung von Di- 
hydrocholesterin und Cholesterin aus den Mutterlaugen durch 
fraktionierte Krystallisation ist wegen der Ausbildung von Misch- 
krystallen und wegen der Molekiilverbindung, welche diese beiden 
tomponenten bilden!) sehr miihevoll. Besser gelingt die Trennung 


b) tber die Benzoate: Kin Reduktionsgemisch vom Schmelz- 
punkt 131° wurde in Pyridin mittels Benzoylchlorid bei Zimmer- 
temperatur benzoyliert. Nach oftmaligem Umkrystallisieren aus 
Aceton schmolz das Benzoat bei 132,5° zu einer triiben Fliissig- 
keit, die bei 151—152° klar wurde [Schmelzpunkt des Dihydro- 
cholesterylbenzoates: 135° (triib, klar bei 155°?)]. 


3,431 mg Substanz gaben 10,47 mg CO, und 3,29mg H,0. 


Cz4H;.0. Ber. C 82,869/, | H 10,749, 
Gef. ,, 83,23 ,, 10,74 


Beim Verseifen entstand eine Substanz, die nach dem Um- 
krystallisieren aus Alkohol bei 140° schmolz. Mischschmelzpunkt 
mit Dihydrocholesterin: 140°. 


1) H. Page, Diese Z. 204, 13 (1932). 
*) A. Windaus u. Cl. Uibrig, Ber. chem. Ges, 47, 2384 (1914). 
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3,748 mg Substanz gaben 11,40 mg CO, und 9,135 mg H,0O. 
2,342 mg i » 6,955 mg CO, und 2,50 mg H,0. 
C,.H,0 Ber. C 83,45%, H 12,45°/, 
Gef. ,, 83,61, 83,16°/, », 12,35, 12,26°/, 
[a]1,° = (+ 0,42°- 100): (1- 1,686) = + 24,0 (Ather). 

Literaturwert fiir Dihydrocholesterin: +- 23°!) und + 28,8°%). 

Das gewonnene Dihydrocholesterin wurde noch durch sein 
Acetat charakterisiert, das bei 107° schmolz und den gleichen 
Mischschmelzpunkt mit einem Vergleichspraparate zeigte. 

Aus der Mutterlauge des Dihydrocholesterylbenzoates konnten 
Krystalle isoliert werden, die bei 150° schmolzen (trib, klar be: 
176°) und nach dem Mischschmelzpunkt mit Cholesteryl- 
benzoat identisch waren. 


Der Firma C. H. Boehringer Sohn A.-G., Nieder-Ingel- 
heim a/Rh. — Hamburg sind wir fiir die Uberlassung gréBerer 
Mengen von Cholesterin zu groBem Danke verpflichtet. 


1) Kk. Abderhalden, Biochem. Handlexikon 8, 220 (1911). 
*) I. Willstatter u. E. H. Mayer, Ber. chem. Ges. 41, 2202 (1908), 
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Ist unbestrahltes Ergosterin resorbierbar?’) 


Von 


Rudolf Schénheimer, Hans von Behring und K. v. Gottberg. 


|Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitat Freiburg,*)] 


(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1932.) 


Die Erkenntnis, da8 aufer Cholesterin keine anderen Sterine, 
auch wenn sie dem Cholesterin chemisch und physikalisch noch 
s0 nahe stehen, resorbierbar sind*), hat auch die Frage der Re- 
sorbierbarbeit des Ergosterins in ein anderes Licht gebracht. Bei 
der Untersuchung der Resorbierbarkeit der anderen Sterine ist 
man zur Analyse aut die allgemeinen Fiillungsmethoden der 
Sterine angewiesen, die, auch wenn sie chemisch recht genau sind, 
doch immerhin mit einem Fehler von 1—-2°/, arbeiten. Mengen, 
die etwa innerhalb der Fehlergrenzen dieser Methoden resorbiert 
worden sind, wiren entgangen, und es ist daher auch nicht aus- 
zuschlieBen, daB allerkleinste Spuren, die allerdings mengenmiibig 
im Stoffwechsel des Cholesterins keine Rolle spielen kénnten, doch 
die Darmwand passiert haben. Dazu kommt, daB der normale 
Cholesteringehalt der Kérperfliissigkeiten und der Organe gewissen 
Schwankungen unterliegt, die weiter eine geringfiigige Resorption 
verdecken kénnen. Nur auf Grund sehr eingehender und sorg- 
filtiger Versuchsanordnungen lieB sich friiher die Resorbierbarkeit 
der Pflanzensterine und anderer Sterine ausschlieBen. 

Fiir die Untersuchung des Ergosterins aber stehen erheblich 
empfindlichere Analysenmethoden zur Verfiigung. Die spektro- 
photometrische Analyse deckt noch Mengen auf, die sich bei der 
Fallung mit Digitonin niemals bemerkbar machen kénnten und 
emen ganz geringen Bruchteil dessen ausmachen, was bei der 
Untersuchung der anderen Pflanzensterine iibersehen worden wire. 


1) Vorliufige Mitteilung vgl. Klin. Wochenschr. 9, 1808 (1980). 
2) Ausgefiihrt mit Mitteln der Josiah Macy jr. Foundation. 
8) Schénheimer, v. Behring u. Hummel, Diese Z. 192, 117 (1930), 
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Kine selbst geringe Resorption von Ergosterin kann daher bei 
richtiger biologischer Versuchsanordnung der Wahrnehmbarkeit 
kaum entgehen. Es unterliegt natiirlich keinem Zweifel, daB das 
bestrahlte Ergosterin (Vitamin D) resorbierbar ist?), sonst kénnte 
es nach Fiitterung keine biologische Wirksamkeit entfalten. Seine 
leichte Resorbierbarkeit geht auch daraus hervor, daB es bei Zu- 
fuhr gréBerer Mengen sogar toxisch wirkt und die Toxizitiit der 
gefiitterten Dosis etwa parallel geht. Das unbestrahlte Ergosterin 
aber, so wie es aus der Hefe gewonnen wird, ist chemisch vom 
Vitamin D verschieden, und da wir bereits wissen, daB z. B. schon 
beim Cholesterin allergeringste Strukturverinderungen im Molekiil 
diese Substanz unresorbierbar machen, war nicht ohne weiteres 
zu folgern, daB auch das unbestrahlte Ergosterin resorbierbar sei. 

Es wurde eine Reihe verschiedenartiger, bereits fiir die Unter- 
suchung der Resorption anderer Sterine bewihrter Methoden an- 
gewandt, die zu dem Ergebnis fiihrten, daB auch mit dem auBer- 
ordentlich empfindlichen optischen Ergosterinnachweis keine Re- 
sorption des Ergosterins gefunden werden konnte. 

Es wurden zwei Gruppen von Versuchen durchgefiihrt: Zu- 
erst wurden Tiere iiber lingere Zeit mit einer groBen Zulage von 
Ergosterin oder Ergosterinacetat gefiittert und danach die ge- 
samten Sterine der Tiere oder einzelner Organe isoliert und deren 
Gehalt an Ergosterin bestimmt. Es handelt sich also um Speiche- 
rungsversuche. Derartige Speicherungsversuche sind von Beumer 
und Hepner?) gleichzeitig und unabhiingig von uns¥) ausgefiihrt 
worden. Diese Autoren bestrahlten nach der Fiitterung mit Ergo- 
sterin die Sterine der Tiere mit ultraviolettem Licht und konnten 
im biologischen Versuch keine Zunahme von Vitamin D gegen die 
Norm feststellen. Unsere Versuche, die an sehr groBem Material 
durchgefiihrt wurden, waren ebenfalls negativ, es war von uns 
aber bereits mehrmals darauf hingewiesen worden, daB ein nega- 
tiver Speicherungsversuch niemals beweisend ist, da es nicht aus- 
zuschlieBen ist, daB eine im Uberschu8 resorbierte Substanz schnell 
zerstért oder schnell ausgeschieden wird, so daB man sie in den 
Geweben nicht mehr antrifft. Bei einer so leicht angreifbaren 
Substanz, wie es das Ergosterin ist, mu besonders mit einer 
leichten Zerstérbarkeit gerechnet werden. 

1) Vgl. Page, Biochem Z. 220, 420 (1930). 

*) Beumer u. Hepner, Biochem. Z. 222, 204 (1930). 

5) Vgl. unsere vorliegende Mitteilung, in der schon ein Versuch am 


Ductus thoracicus mitgeteilt war. 
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Daher wurden auch direkte Resorptionsversuche angestellt 
und bei Hunden nach Zufuhr von Fett, dem Cholesterin und 
Ergosterin zugelegt waren, das Blut und die Lymphe des Ductus 
thoracicus auf ihren Gehalt an Ergosterin untersucht. Es war 
bereits friither') gezeigt worden, da man auf diese Weise die 
Resorption des Cholesterins besonders eindringlich verfolgen kann. 

Die Nicht-Resorbierbarkeit des Ergosterins war deswegen 
hesonders erstaunlich, da Ergosterin bekanntlich fast tiberall im 
tierischen Organismus gefunden wird und in kleinsten Mengen 
ein stiindiger Begleiter des tierischen Cholesterins ist. Es war 
natiirlich naheliegend, anzunehmen, da es in den tierischen 
Organismus aus der Pflanzennahrung gelangt sei. Es sei hier 
cleich darauf hingewiesen, daf auch unsere Versuche nicht in der 
Lage sind, die Frage endgiiltig zu entscheiden, ob das Ergosterin 
des tierischen Organismus im ‘ierkérper~aufgebaut ist. Die 
Analysen-Methoden fiir Ergosterin sind zwar sehr empfindlich, 
haben aber auch eine Grenze der Empfindlichkeit. Es ist noch 
nicht auszuschlieBen, daf allerkleinste Mengen, die auch von 
unserer Methode noch nicht erfaBt werden kénnen, durch die 
Darmwand hindurchtreten und langsam im Organismus — in dem 
der normale Ergosteringehalt des Organcholesterins schwankt — 
angereichert werden. Diese Méglichkeit ist zwar auch auf Grund 
unserer Versuche nicht sehr wahrscheinlich, denn sie setzt voraus, 
da8 eine erheblich stirkere Speicherung, als sie dem normalen 
Krgosteringehalt entspricht, stattfinden kann. Diese hitte sich aber 
in den folgenden Miuse- und Rattenversuchen bemerkbar gemacht. 
Die Frage nach der Synthese des Ergosterins im Tierorganismus 
kann also noch nicht endgiiltig beantwortet werden. Vorliiufig 
liBt sich nur feststellen, daf das unbestrahlte Ergosterin eine 
auBerordentlich schwer resorbierbare Substanz ist, und daB es selbst 
mit den empfindlichsten Methoden nicht gelingt, irgendeine Re- 
sorption nachzuweisen. 


Speicherungsversuche an Mausen. 


Es wurden Miuse in Serien zu 10 Tieren in den Versuch 
genommen. Der gewoéhnlichen Nahrung, bestehend aus feuchtem 
rot und etwas Hafer wurde pro Maus tiiglich 4 mg Cholesterin 
und 8 mg Ergosterin, die in Schmalz gelést waren, zugelegt. In 
einer dritten Serie wurde, um die Cholesterinresorption zu _ be- 


vy. Behring u.Schénheimer, Diese Z. 192, 97 (1930). 
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schleunigen’), pro Maus zu der Cholesterin—Ergosterin - Nahrung 
noch 10 mg Desoxycholsiiure zugelegt, in der Annahme, daB viel- 
leicht durch die Anwesenheit der Gallensiiure eine sehr geringe 
Krgosterinresorption beschleunigt wird und in den Bereich des 
Nachweisbaren gelangt. Zur Kontrolle dienten Miuse, die die 
eleiche Zeit hindurch mit Brot, Hafer, Schmalz und Cholesterin 
(unter Fortlassung des Ergosterins) gefiittert wurden. Alle, auch die 
folgenden Ergosterin-Resorptionsversuche wurden so vorgenommen, 
daB die Tiere im Dunkeln gehalten wurden, um eine Aktivierung 
des Ergosterins durch Bestrahlung zu vermeiden, da ja das etwa 
gebildete Vitamin D leicht resorbierbar ist und durch sein Spek- 
trum zu Tiiuschungen AnlaB geben kénnte. Die Fiitterungsdauer 
hetrug 10 Tage. Danach wurden die Tiere durch Nackenschlag 
vetétet und das AuBere, um einen Fehler durch Verunreinigung des 
Felles mit Nahrungsteilen auszuschlieBen, mit groBen Mengen Al- 
kohol-Ather gewaschen. Der gesamte Darmtraktus, der natiirlich 
erhebliche Mengen von Ergosterin aus der Nahrung enthielt, wurde 
von der Schnauze bis zum After entfernt. Danach wurde das Ge- 
samtsterin der Tiere isoliert und mehrmals aus Methylalkohol 
umkrystallisiert.’) 


Die Sterine enthielten an Ergosterin %): 


1. Kontrolltiere: Maximalgehalt an Ergosterin . . . 0,08°, 

2. Versuchstiere: a . . > »« OB, 
ad 1: 0,0998 g Substanz in 11,20ccm Ather. Absorpt.-Koeff. (280 mu) 0,039. 
ad 2: 0,1258 g . ie’ 4 ¥ (280 mp) 0,034. 


Die Mengen an Ergosterin sind etwa so, wie sie in fast allen 
Cholesterinpriiparaten gefunden werden. Die Differenz zwischen 
Kontrolltieren und Versuchstieren liegt innerhalb der Fehlergrenzen 


der Methode. 
Speicherungsversuche an Ratten. 
Kin analoger Versuch wurde an Ratten ausgefiihrt, derart, 
daB den Tieren zu ihrer gewohnlichen Nahrung tiiglich je 30 mg 
Krgosterin mit 50 mg Cholesterin und Schweineschmalz zugelegt 


1) Schénheimer, Biochem. Z. 147, 258 (1924); Hummel, Diese Z. 
185, 105 (1929). 

*) Die Aufarbeitung und Isolierung der Sterine geschah unter Aus- 
schluB von Sauerstoff und direkter Belichtung. Alle Manipulationen wurden 


unter Stickstoff oder Kohlensiiure vorgenommen. 
8) Alle Ergosterin-Analysen dieser Arbeit wurden im Chemischen In- 


stitut der Universitit Géttingen vorgenommen. Wir méchten auch an dieser 
Stelle Herrn Prof. Windaus und Herrn Dr. Pallutz unseren besten Dank 


aussprechen. 
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wurde. 7 Tiere waren im Versuch, deren isolierte Sterine gemein- 
sam analysiert wurden. 


Die Sterine enthielten an Ergosterin: 


1. Kontrolltiere: Maximalgehalt an Ergosterin . . . 0,03°/, 

2. Versuchstiere: ‘ &: apa 
ad 1: 0,8516 g Substanz in 25 cem Ather. Absorpt.- -Koett, (280 mu) 0,0215 
ad 2: 0,2285 g - » 2heem , - ‘on (280 mu) 0,0184. 


Speicherungsversuche an Kaninchen. 

Von Page und Menschick!) wurde vor einiger Zeit mit- 
seteilt, daB es ihnen gelungen sei, durch Fiitterung von Kaninchen 
mit Ergosterinacetat den Gehalt des Hirncholesterins an Ergo- 
sterin zu vermehren. Die genaue Durchsicht der Zahlen schien 
uns anzuzeigen, daB alle angegebenen Werte innerhalb der Norm 
liegen, da geringe Ergosterinmengen ja in allen Cholesterinpriiparaten 
vefunden werden. Es wurden die Untersuchungen von Page und 
Menschick wiederholt. Es wurden 10 Kaninchen tiiglich iiber 
2 Monate mit je 60 mg Ergosterinacetat in Olivenél gelést, mit 
der Schlundsonde gefiittert. Nachdem die Tiere getétet waren, 
wurden je 2 Gehirne zusammen aufgearbeitet. 10 Kontrolltiere 
wurden auf dieselbe Art ohne Ergosterinzulage behandelt. 


Priparate von Kontrolltieren: 


1. Maximalgehalt an Ergosterin . . ... . . . 0,086°%, 
2. “ » ‘ ah 
8. . " . ea 
4. 2 . . ee Cl 
5. ”? ” ” en 0,061 ” 





Dencheobiaill 0,068 °/,. 
Absorptionen in 25 cem Ather. 


g Substanz Absorptions-Koeffizient 280 mu 
ad 1. 0,1612 0,0858 
ad 2. 01529 0,0500 
-ad 3. —0,2070 0,0294 
ad 4. 0,1997 0,0382 
ad 5. 00,1915 0,0255 
Priparate von Versuchstieren: 
1. Maximalgehalt an Ergosterin . . . . . . . . 0,061°/, 
2. . a P me Glos kc 4G 
3. ‘. " " te ww ee es ORM, 
4, ‘ " Cian S » a or 
5. ” ” ”? gles : 0, 059 ” 


Sedalia 0,055 le 





') Biochem Z. 221, 6 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVIII. 
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Absorptionen in 25 ccm Ather. 


g Substanz Absorptions-Koeffizient 280 mu 
ad 1. 0,1842 0,0245 
ad 2. 01569 0,0270 
ad 8. 0,2149 0,0092 
ad 4. 0,2352 0,0309 
ad 5.  0,2054 0,0244 


Ks lieB sich also in Widerspruch zu den Angaben von Page 
und Menschick keine Speicherung von Ergosterin im Kaninchen- 
gehirn nachweilsen. 


Direkte Resorptionsversuche. 

Wie bereits erwihnt kénnen Speicherungsversuche nur dann 
als Beweis fiir eine stattgehabte Resorption verwandt werden, 
wenn sie positiv sind, d. h. wenn man den gefiitterten Stoff in 
den Organen abgelagert wiederfindet. Wenn er nicht gefunden 
wird, so muB auch mit der Méglichkeit gerechnet werden, daB er 
zwar resorbiert worden ist, daB er aber ebenso schnell zerstirt 
oder ausgeschieden worden ist, so daf man ihn in den Organen 
nicht wiederfindet. 

Als direkter Resorptionsversuch kommt in Frage: Die Unter- 
suchung des Blutes wiithrend der Verdauungslipimie oder die 
Analyse der withrend der Verdauung gesammelten Lymphe des 
Ductus thoracicus. Die Untersuchung des Blutes ist nur dann 
geeignet, wenn mit einer besonders schnellen und ausgiebigen 
Resorption des Stoffes zu rechnen ist, da er in dem groBen Blut- 
volumen, wenn nur in geringer Menge resorbiert, derart verdiinnt 
wird, da er der Analyse entgeht. Aus diesem Grunde wurde 
nur ein Versuch mit Blutanalyse durchgefihrt. Die Untersuchung 
des Ductus thoracicus ist nach unseren Erfahrungen die beste 
Methode zur Untersuchung der Sterinresorption. 


Resorptionsversuche mit Hilfe der Blutanalyse. 

Ks wurde ein Hund mit 50 ccm warmem Olivendél gefiittert, 
in dem 3 ¢ Cholesterin und 3 g Ergosterin gelést waren. Nach 
4 Stunden hatte der Hund eine hochgradige Verdauungslipiimie. 
Kr wurde entblutet und die Sterine aus dem Blut isoliert. Ein 
Kontrolltier wurde gleichartig behandelt, nur wurde kein Ergo- 
sterin zugegeben. 

1. Kontrolltier: Maximalgehalt an Ergosterin . . . . 0,01°, 

2. Versuchstier: . : m .-¢ « ae 


? 
ad 1: 0,2148 g Substanz in 11,62 cem Ather. Absorpt.-Koeif. (280 my) 0,0085. 
ad2: 0,0687¢ ,, » 11,75 cem =z, . 55 (280 mp) 0,0123. 
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Die Differenz der Werte kénnte dazu leiten, eine Resorption 
des Ergosterins aus diesen Werten zu ersehen. Beide Werte liegen 
aber noch innerhalb der Grenzen, die immer fiir den Ergosterin- 
cehalt im tierischen Sterin gefunden werden, und vor allem stehen 
die Versuchswerte in gar keinem Verhiiltnis zu der sehr groben 
Menge des zugefiihrten Ergosterins. 


Resorptionsversuche mit Hilfe der Analyse des Ductus thoracicus. 


Die Versuchsanordnung entsprach im allgemeinen der niiher 
von Schénheimer und vy. Behring?) beschriebenen. Die Hunde 
erhielten niichtern eine Mahlzeit von 50g warmem Schweineschmalz, 
dus sie vollstiindig aufleckten. In diesem Schmalz waren die 
Sterine gelést. Danach wurde in sehr oberfliichlicher Amytalnarkose, 
die die Fettresorption nicht hindert, der Ductus thoracicus frei- 
celegt und entweder eine Kaniile in den Ductus selber oder nach 
Abbindung aller Venen die Kaniile in die Vena jugularis eingelegt. 
Der Duktus lef zwischen 8 und 36Stunden. Bei Hund 5 lief die 
listel 3 Tage, es war aber nicht méglich, wiihrend der ganzen 
Zeit die Lymphe zu sammeln, Alle Hunde befanden sich auf 
der Héhe der Fettresorption. 

Da es meist nicht moéglich war, aus einer Fistel geniigend 
Material zu gewinnen, um auch nach dem hiufigen Umkrystalli- 
sieren eine ausreichende Menge Sterin zur optischen Analyse zu 
vsewinnen, wurde meist das Material aus mehreren gleichartigen 
Versuchen vereinigt. Zur ersten Analyse diente die Lymphe von 
3 Hunden, beim zweiten Versuch sowie beim dritten und vierten 
von je 2 Hunden und beim fiinften Versuch von einem Hund. 


Es wurden in den Versuchen 2 Cholesterinpriiparate verwandt: 
Priparat 1, bezogen von E. Merck, Darmstadt, zweimal umkrystallisiert. 
Gehalt an Ergosterin 0,079°/,. 0,3780 g Substanz in 25 ccm Ather. Absorpt.- 
Koeff. (280 mu) 0,0651. 

Priparat 2, hergestellt aus Gallensteinen. Gehalt an Ergosterin 0,027°/,. 
0,3230 g Substanz in 25cem Ather. Absorpt.-Koeff. (280 mu) 0,0149. 

Versuch 1. (Kontrollversuch). Die drei Hunde erhielten je 3 g 
Cholesterin (Priiparat 1) in warmem Schweineschmalz. Es wurden 120 cem 
Lymphe bearbeitet, die 1,6 g Choiesterin enthielten. Maximalgehalt an 
Ergosterin 0,033°/,. 0,1332 g¢ Substanz in 11,62 cem Ather. Absorpt.-Koeff. 
(280 mu) 0,0206. 

Versuch 2. Die Hunde erhielten mit dem Schweineschmalz je 8 g 
Cholesterin (Priiparat 1) und 3 g Ergosterin. 185 cem Lymphe wurden er- 
halten mit einem Cholesteringehalt von 1,9 g. 


') Diese Z. 192, 97 (1930). 
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Maximalgehalt des Cholesterins an Ergosterin: 0,02°/,. 0,664 g Sub- 


stanz in 11,20 cem Ather. Absorpt.-Koeff. (280 mu) 0,049. 


Versuch 38. Die zwei Hunde wurden behandelt wie bei Versuch 2. 


Zulage von je 3 g Cholesterin (Priparat 2) und 3 g Ergosterin. 152 ccm 
LLymphe mit einem Cholesteringehalt von 1,8 g. Maximalgehalt an Ergosterin: 
0,022°/,. 0,4638 g in 11,79 cem Ather. Absorpt.-Koeff. (280 my) 0,0483. 
Versuch 4. Die zwei Hunde wurden behandelt wie in Versuch 3. 
Zulage 3 g Cholesterin (Priiparat 2) und 8 g Ergosterin. 210 g Lymphe mit 
einem Cholesteringehalt von 2,3 g. Maximalgehalt an Ergosterin: 0,028°),. 
0,1595 g Substanz in 11,63 ecm Ather. Absorpt.-Koeff. (280 my) 0,021. 
Versuch 5. Der Hund erhielt in Schweineschmalz 3 g Cholesterin 
(Priiparat 2) und 8g Ergosterin. Es wurden 105 cem Lymphe gewonnen mit 
einem Cholesteringehalt von 1,2 g. Maximalgehalt an Ergosterin: 0,027°). 
0,3230 g Substanz in 25 ecm Ather. Absorpt.-Koeff. (280 mu) 0,0194. 


ZusammengefaBt: 




















Versuchs- Gefiittert Das im Ductus gefun 
nummer —___—_— | dene Sterin enthilt 
Cholesterining | Ergosterin in g Ergosterin in °/, 

— oscate : ee _ 

. 3 — 0,033 

2 3 3 0,02 

3 3 3 0,022 

4 3 3 0,028 

° 3 3 0,027 








Das resorbierte Cholesterin enthielt trotz der Zulage von Ergo- 
sterin also nicht mehr Ergosterin, als wenn reines Cholesterin 
gefiittert worden wire. Wenn Ergosterin ebenso schnell resorbiert 
wiire wie Cholesterin, so hitte das isolierte Sterinpriiparat 50°/, 
Krgosterin anstatt 0,02—0,03°/,, also etwa 2000 mal so viel ent- 
halten miissen. Die Resorbierbarkeit des Ergosterins ist also 
mindestens 1000—2000 mal langsamer als die des Cholesterins. 

Der Gehalt des Ductus thoracicus an Ergosterin nach reiner 
Cholesterinfiitterung ist anscheinend sehr gering und geringer als der 
Ergosteringehalt des gefiitterten Cholesterinpriiparates (Gefiittertes 
Priiparat: maximal 0,079°/, und Fistelpraparat: 0,033°/,). Diese 
Werte sprechen dafiir, daB das Ergosterin in dem Fistelpriiparat auch 
nicht aus der Nahrung stammt, sondern von anderen Stellen des 
Kérpers abgeschwemmt worden ist. Der Ductus thoracicus ent- 
hilt ja nicht nur Substanzen, die aus dem Darm stammen, sondern 
fiihrt auch eine Menge von Stoffen aus anderen Organen (vg. 
Schénheimer und vy. Behring), die alle einen gewissen Ergo- 
steringehalt besitzen. Kine Aufnahme selbst allergeringster Mengen 
aus dem Darm ist auf Grund der yorliegenden Versuche unwalhr- 
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scheinlich, 1aBt sich aber vorliufig noch nicht mit Sicherheit 
ausschlieBen. 

In der Nicht-Resorbierbarkeit (oder Schwer-Resorbierbarkeit) 
ist ein Weg zu sehen, wie der Kérper sich vor der Speicherung 
mit unbestrahltem Ergosterin schiitzt, das in vielen Pflanzen (vor 
allem niederen Organismen) in groBer Menge vorkommt, und das, 
wenn es resorbiert und gespeichert werden kénnte, nach Akti- 
vierung und Belichtung der Haut zu schweren Stérungen im Sinne 
der sogenannten Hypervitaminose D AnlaB geben kénnte. 


Zusammenfassung. 


Es werden zwei verschiedene Methoden verwandt, um eine 
Resorption von unbestrahltem Ergosterin (Provitamin D) nach- 
zuweisen. Miause, Ratten und Kaninchen wurden iiber lingere 
Zeit mit Ergosterin oder Ergosterinacetat gefiittert, also der Ver- 
such gemacht, die Tiere mit Ergosterin zu speichern. Eine solche 
Speicherung konnte mit Hilfe der spektrophotometrischen Methode 
nicht gefunden werden. Die Tiere enthielten trotz der Fiitterung 
ebenso viel Ergosterin wie die Kontrolltiere. Zweitens wurden 
direkte Resorptionsversuche an Hunden durchgefiihrt. Nach der 
Verfiitterung eines Gemisches von Cholesterin mit Ergosterin 
konnten wihrend der Fettresorption aus der Lymphe des Ductus 
thoracicus nur Cholesterinpriparate isoliert werden, in denen 
die Menge des Ergosterins gegen die Norm nicht veriindert war. 
Krgosterin wird mindestens 1000—2000 mal schwerer resorbiert 
als Cholesterin, wahrscheinlich aber gar nicht. Die Frage, ob 
Krgosterin auch im Tierkérper aufgebaut werden kann, ist durch 
unsere Befunde noch nicht endgiiltig beantwortet. 
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Der isoelektrische Punkt der Katalase. 
2. Mitteilung iiber Katalase. ') 


Von 


Kurt G. Stern. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Laboratorium des Strahleninstitutes 
am Rudolf Virchow-Krankenhaus, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1932.) 


Aus den Arbeiten von H. v. Euler, K. Zeile und H. Hell- 
strém?) geht hervor, daB es sich sowohl bei den tierischen wie 
pflanzlichen Katalasen um Porphyrineisenkomplexe handelt, dic 
in spezifischer Bindung an einen kolloiden Triger vorliegen und 
die imstande sind, eine millionenfach stiirkere katalatische Akti- 
vitiit zu entfalten als das gewéhnliche Hiimineisen. Beziiglich des 
zugrundeliegenden Porphyrineisenkomplexes wurde festgestellt, dali 
eine himoglobinfreie Katalaselésung aus Pferdeleber von der 


Aktivitiit k = 3150 ein Absorptionsspektrum lieferte, das bis auf 


eine 10 ypu betragende Rotverschiebung mit einem alkalischen 
Himatinspektrum iibereinstimmte [Zeile und Hellstrém.*)] Das 
aus einem héchstgereinigten Katalasetrockenpriiparat erhaltene 
Pyridinhiimochromogen erwies sich mit dem aus Chlorhimin er- 
zeugten als vollig identisch.?) Ist demnach die Farbstoffkompo- 
nente der Katalase die gleiche wie im Himoglobin, so ist von 
der verschiedenen katalytischen Wirksamkeit der beiden Verbin- 
dungen auf eine Verschiedenheit im kolloiden Verbindungspartner 
zu schlieBen. Alle Anzeichen sprechen dafiir, daB auch im Falle 
der Katalase als kolloider Triiger der Farbstoffgruppe ein Protein 
fungiert (Thermolabilitiit, Siiureempfindlichkeit, mangelndes Dialy- 
siervermigen usw.). 

DaB dieses Protein nicht mit dem Globinrest des Hiimo- 
globins identisch sein kann, beweist sein Verbleiben in Liésung 
bei Eingriffen, die das Himoglobin entfernen bzw. zerstéren.‘) 
Aufschliisse iiber die Natur der EiweiSkomponente der Katalase 


1) I. Mitteilung vgl. Diese Z. 204, 259 (1932). 

#) Svensk. Kem. Tidskr. 42, 74 (1930); vgl. auch 4). 

8) Diese Z. 192, 171 (1930); vgl. K. Zeile, ebenda 195, 39 (1931). 

‘) K. Zeile u. H. Hellstrém, Diese Z. 192, 171 (19380), z. B. 8. 175. 
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sind unter anderem von einem Vergleich ihres isoelektrischen 
Punktes und ihres Molekulargewichtes mit den entsprechenden 
|‘onstanten des Hiimoglobins zu erwarten. Der isoelektrische Punkt 
des Himoglobins ist von L. Michaelis und Mitarbeitern !) wieder- 
holt bei p,, 6,8 gefunden worden. Hierfiir ist die Globin-Kompo- 
nente, ein Albumin, maBgebend: Hill und Holden?) fanden den 
isoelektrischen Punkt des nativen Globins bei p,, 7. Demgegeniiber 
muBte es auffallen, daB in einer iilteren Arbeit von L. Michaelis 
und H. Pechstein§) der isoelektrische Punkt der Katalase bei 
),, 28% gefunden wurde. Sowohl beim Hiimoglobin wie bei der 
atalase war die kataphoretische Methode angewendet worden. 
In Anbetracht der Bedeutung dieser Befunde fiir das oben er- 
jrterte Problem und in Beriicksichtigung des Umstandes, daB die 
Messung bei der Katalase entsprechend dem damaligen Stande der 
Wissenschaft an einem verdiinnten, ungereinigten Prefsaft aus 
Kalbsleber mittels einer verbesserungsfihigen Technik durchgefiihrt 
wurde, haben wir den isoelektrischen Punkt der Katalase neu 
hestimmt. 

Die Versuche wurden mit einem weitgehend gereinigten Kata- 
lasepriiparat aus Pferdeleber durchgefiihrt, das ein k von 212 
hesaB und ein den Angaben von Zeile und Hellstrém ent- 
sprechendes Hiimochromogenspektrum lieferte. Als Apparatur fiir 
die kataphoretischen Versuche diente die verbesserte Anordnung 
liir quantitative Versuche, wie sie im Praktikum der Physikalischen 
Chemie von L. Michaelis und P. Rona (4. Auflage, 1930, S. 125 ff.) 
heschrieben ist. An Stelle des von Michaelis und Pechstein 
henutzten Acetatpuffers wurde das gewiinschte p,, diesmal mit Phos- 
phatpuffern eingestellt, da diese sowohl zur enzymatischen Wirk- 
sumkeitsbestimmung, wie auch zur spektralen Identifizierung nach 
Zeile und Hellstrém verwendet werden. Die Heranziehung von 
Phosphatpuffergemischen erwies sich als ein gliicklicher Umstand 
ir die Genauigkeit der Ermittlung des Umkehrpunktes. Dieser 
wurde bei p,, 5,58 gefunden. Wie aus der T'abelle hervorgeht, 
stellt dieser Wert das geometrische Mittel dar aus p,, 5,60, wo 
das Enzym noch deutlich anodisch wanderte, und aus p, 5,55, 
wo es bereits kathodisch wanderte. Eine isoelektrische Zone, inner- 
halb welcher das Enzym sich in beiden Stromrichtungen bewegte, 
ist demnach bei unseren Versuchsbedingungen nicht vorhanden. 

1) L. Michaelis u. H. Davidsohn, Biochem. Z. 41, 102 (1912); 


L. Michaelis u. J. Airila, Diese Z. 118, 144 (1921). 
#) Biochem. Z. 20, 1326 (1926). 3) Biochem. Z. 58, 320 (1913). 
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Die in der Tabelle zum Vergleich mit angefiihrten Daten von 
Michaelis und Pechstein lassen im Gegensatz hierzu die Aus- 
bildung einer isoelektrischen Zone von p,, 5,22—5,51 erkennen, 
Dem aus den Grenzwerten als Mittel erhaltenen Wert p,, 5,37 
kommt demnach eine geringere Genauigkeit zu als dem aus den 
neuen Messungen berechneten. Es kann gesagt werden, daB unter 
angeniherter Bestitigung der Versuchsergebnisse von Michaelis 
und Pechstein der isoelektrische Punkt der Katalase um 
weit iitber eine Zehnerpotenz nach der sauren Seite gegen- 
iiber dem Himoglobin verschoben ist. Er riickt damit in die 
Nihe des isoelektrischen Punktes des denaturierten Serumalbumins 
(p;, 9,4).") Dieser Befund legt nahe, daB in dem Proteinrest der 
Katalase die freien sauren (COOH)-Gruppen die freien basischen 
(NH, bzw. Guanidin)-Gruppen iiberwiegen, wihrend beide im 
Himoglobin etwa in gleicher Anzahl vorhanden sind. 

Bei vergleichenden katalytischen Versuchen mit Katalase 
und Hamoglobin ist zu beriicksichtigen, daB bei p,, 7, dem Wir- 
kungsoptimum des Enzyms, dieses in Form seiner aktiven An- 
ionen, das Hamoglobin hingegen in Gestalt nichtdissoziierter 
Zwitterionen vorliegt. 


Tabelle 1. 




















. Ver rsuc Lh e 
Neue Versuche von Michaelis und Pechstein 
| Wanderung- PH Wanderung 
( Eingestellt | ——| (Eingestellt |— 3 - 
mittels m/15- | ano- | katho- mittels ano- __ katho- 
Phosphatpuffern)| disch | disch Acetatpuffern) _ isch [ disch | 

6,94 = 5,81 a 
5,65 i o- f= 5,76 - | 
5,60 = zs 5,74 -_ 1 & 
5,55 _- 4. 5,66 oe , 
5,51 ; o— | + 5,63 i ee 
5,48 —< | ake 5,62 a ae ae 

5,40 | -- -!- 5,51 + | (+) 
5,29 — fo + 5,41 Fo o+ | + 
5,08 oa oe 5,32 (he lh 
4,10 —- | + 5,27 - 1 + 
| 5,23 ~~ | + 
| 5,22 | Hm | + 
| 5,06 | i + 
| | 5,03 — | 4- 
| | 4,32 — | -+ 
| 3,04 pee Dt 





') L. Michaelis u. P. Rona, Biochem. Z. 27, 38 (1910). 














Der isoelektrische Punkt der Katalase. 


Teehnik. 


Enzym: Das auch zu den Hemmungsversuchen der folgenden Mit 
teilungen verwendete Enzympriparat wurde folgendermafen hergestellt: 
Schlachtfrische Pferdeleber wurde durch die Maschine getrieben. 500 g des 
Leberbreies wurden mit etwa 700 ccm Aq. dest. vermischt und 1 Stunde bei 
Zimmertemperatur belassen. Nach dem Absaugen auf einer mit Mull belegten 
Nutsche wurden 420 cem des Filtrates nach Eiskiihlung mit 210 ccm eis- 
gekiihlten 96°/,igen Alkohols vermischt und der entstehende Niederschlag 
durch Zentrifugieren entfernt. Die 350 cem betragende Restlésung wurde 
im Scheidetrichter mit 200 cem Chloroform kriiftig geschiittelt und von der 
starken EiweiBflockung abzentrifugiert. Die triibe, weiter Flocken absetzende 
Restlésung wurde zwecks Klirung durch eine Talkumschicht gesaugt und 
zu dem Filtrat wurden 140 ccm einer 3°/,igen tertidiren Calciumphosphat- 
suspension gegeben. Nach kurzem Stehen wurde das Adsorbat durch Zentri- 
fugieren von der Restlésung getrennt und die Katalase durch 10 Minuten 
jange Behandlung mit 80 ccm 1°/,iger sekundiérer Phosphatlésung eluiert: 
Die von dem Adsorbens abzentrifugierte, gelbliche Enzymlésung wurde durch 
Zugabe festen primiren Kaliumphosphates neutralisiert und nach Zusatz von 
etwa 10 cem Chloroform im Eisschrank aufbewahrt. Die Enzymlésung be- 
hielt wahrend der tiber 4 Monate betragenden Beobachtungszeit ihre kata- 
latische Aktivitit bei, allerdings wurden unregelmiBige Schwankungen der 
Stirke der enzymatischen Aktivitét sowohl im Sinne einer Verstirkung wie 
Abschwichung an den verschiedenen Versuchstagen beobachtet. Eine im 
Laufe der Zeit auftretende Proteinflockung an der Grenze der Chloroform- 
schicht war hierauf ohne erkennbaren Einflu8. Eine weitere Reinigung durch 
Dialyse wurde bei diesem Enzympriparat nicht angeschlossen, da mehrere 
diesbeziigliche Vorversuche einen erheblichen Aktivititsverlust bei der Dialyse 
durch Pergament ergeben hatten. Auf die Entfernung der Elektrolyte konnte 
wegen der starken Verdiinnung der Stammlésung zu den Versuchen und 
wegen der notwendigen Pufferzugabe bei den Versuchen verzichtet werden. 

Das Enzympriparat zeigte sogleich nach der Herstellung eine Aktivitiit 
von k- 10* = 42500. 

Die gewihlte Versuchsanordnung zeigt ein Versuchsprotokoll: 


Versuch Nr. XII. 
Kataphorese bei py 5,4. 


MittelgefaB: 0,5 cem der Enzymstammlésung + 2 cem Glycerin (zur 
Beschwerung der Fliissigkeit) + 7,5 cem m/15-Phosphatpuffer (19 Teile 
prim./1 Teil sek.). 

SeitengefiBe: m/15-Phosphatpuffer der gleichen Zusammensetzung 
wie im MittelgefaB. 

Kataphorese: 17,5 Stunden bei 100 Volt. Apparatur vgl. L. Micha- 
elis und P. Rona, Praktikum der physikalischen Chemie, 4. Aufl. 1930, 
S. 125 ff. Die Entfernung zwischen den beiden Spitzen der Agarheber be- 
trug 34 cm, der Stromabfall pro Zentimeter demnach '°/,, = 2,9 Volt. 

Py-Bestimmung: Nach Versuchsende wurde in der Mittelfliissigkeit 
des Apparates p;, elektrometrisch gemessen und der erhaltene Wert mit dem 
Py der nicht zum Versuch benétigten restlichen Mittelfliissigkeit verglichen. 
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Die in der Tabelle aufgefiihrten p,,-Werte stellen das geometrische Mittel 
zwischen diesen beiden Werten dar, die zwischen 0 und 8 Millivolt ab- 
weichend gefunden wurden. 





—— + —— 








Millivolt | py 
20°C, Standardacetat. ... 513 4,62 
Mittelfliissigkeit 
1. im Kiihlschrank auf- 
a ae 558,5 5,40 
2. aus dem Apparat .... 559 5,41 


Bestimmung der Wanderungsrichtung: Nach Versuchsende 
wurde die katalatische Aktivitét der Fliissigkeit des Anoden- und Kathoden- 
raumes bestimmt. In einer dritten Versuchsreihe wurde zur Kontrolle die 
Aktivitat der Mittelfliissigkeit ermittelt. Das nicht verbrauchte Hydroperoxyd 
wurde nach dem in der I. Mitteilung beschriebenen Prinzip in verfeinerter 
Ausfiihrung bestimmt. 

Spaltansitze: 35 cem 0,02 n-H,O,-Lésung + 10 cem m/15-Phosphat- 
puffer, py 6,9 + 4 ccm Aq. dest. = 49 ccm Volumen. Hiervon 4,9 cem mit 
einer exakt kalibrierten Pipette entnommen und in die erste Vorlage iiberfiihrt. 
Zu dem Ansatzrest unter Markierung der Zeit 0,9 ccm der zu untersuchenden 
Enzymlésung (hier der unverdiinnten Seitenfliissigkeiten bzw. der 1:5 ver- 
diinnten Mittelfliissigkeit), in die erste Vorlage 0,1 cem der Enzymlésung 
pipettiert. Die Ansiitze waren eisgekiihlt. In Intervallen von genau 3 Minuten 
wurden 5 ccm aus den Ansiitzen entnommen und in vorbereitete Vorlage- 
kélbchen iibergefiihrt. 

Vorlagen: 3 cem 33°/,ige H,SO, + 10 cem 1°/,ige KJ-Lésung. Nach 
Zugabe der Entnahmen aus den Spaltansiitzen wurden zur Beschleunigung 
der Jodausscheidung 38 Tropfen einer Molybdinsiurelésung zugegeben. 
Titration mit 0,02 n-Thiosulfatlésung. 
Ergebnis: 





Versuchszeit in Minuten 
Enzymlésung eens ant RE GeO eee 
0 8 | 6 | 9 12 15 








Anodenfliissigkeit in eem | | 
0,02 n-Thiosulfat. . . . .| 3,64 | 3,67 | 3,66 3,63 | 3,66 | 3,66 
Kathodenfliissigkeit in eem | | | 








0,02 n-Thiosulfat’. . . . .| 3,47 )| 2,61 | 1,97/ 149| 114 0,9 
Mittelfliissigkeit in eem | | | | | 
0,02 n-Thiosulfat . . . . .| 3,54 | 3,10 | 2,75 | 2,48 | 2,21 | 2,01 


| 


Das Enzym wandert demnach bei py 5,4 kathodisch. 


Die Versuche wurden mit Mitteln der ,Amerikanischen Stiftung 
fir Dr. Bucky“ (Mrs. Rumsay-Harriman) und der Schering- 
Kahlbaum A.-G. ausgefiihrt. 














Uber Emulsin. VII.') 
Von 


B. Helferich, 8. Winkler, R. Gootz, 0. Peters und E. Giinther. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. April 1932.) 


Die vorliegende Weiterfiihrung der Arbeiten V') (,,[dentitit* 
von f-Glucosidase und f-Galaktosidase des Kmulsins?) und VI") 
(Wirkung des Emulsins auf andere Glykoside) ist in erster Linie 
dank der Auffindung einer neuen Reinigungsmethode fiir das Emulsin 
durch Herrn Winkler erméglicht worden. Priparate aus bitteren 
Mandeln von dem #-Glucosidasewert 0,5—1, die durch Fiallung 
mit Aceton (wie in den friiheren Arbeiten) oder durch Fillung 
mit Tannin?) aus der wiBrigen Lésung und Zersetzen des Nieder- 
schlages mit Aceton erhalten werden, kénnen durch eine fraktionierte 
Fillung mit ganz wenig in Wasser aufgeschlimmten Silberoxyd 
weiter gereinigt werden. Eine so erhaltene Vorfillung mit wenig 
Silberoxyd zeigte keine besondere Steigerung der fermentativen 
Wirkungen, die Hauptfillung mit mehr Silberoxyd unter Zusatz 
von wenig Aceton liBt sich dagegen leicht auf 8-Glucosidasewert 10 
und durch Wiederholung noch weiter bringen. 

In den Tabellen I—VI sind quantitative Spaltungsversuche 
an verschiedenen Substraten mit drei Fermentpriiparaten, Nr. 1 
(Rohferment), Nr. 2 (Vorfillung mit Silberoxyd), Nr. 3 (Hauptfallung 
mit Silberoxyd), niedergelegt. Die Wertigkeit wurde nach der fiir 
den £-Glucosidasewert iiblichen Formel*) berechnet. 

Um eine gute Spaltbarkeit der Substrate zu bekommen und 
um gut vergleichbare Resultate zu haben, sind nur Phenol-glykoside 
verwandt. a«- und #-Phenol-l-arabinosid sind zu diesem Zweck neu 
dargestellt. Ihre Verwendung an Stelle der in der friiheren Arbeit!) 
verwandten Athyl-l-arabinoside hat sich durchaus gelohnt. Ent- 
sprechend den Erfahrungen beim Phenol-f,d-xylosid') ist die 
Spaltung auch der Phenol-l-arabinoside eine viel raschere, so dab 
iiber die Spaltbarkeit des Phenol-f,l-arabinosids kein Zweifel mehr 
bestehen kann. Das entsprechende Athyl-l-arabinosid war erst 
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nach recht langer Kinwirkung des Ferments merklich gespalten 
worden.') Es sei daher nochmals betont, daB die Anwendung von 
Methyl-glykosiden als Substrat immer dann besonders gefiahrlich 
sein wird und zu grundsiitzlichen Irrtiimern fiihren kann (und 
gefiihrt hat), wenn man den Beweis der ,,Nichtspaltbarkeit“ fiihren 
will! (z. B. beim Vergleich von Maltose- und «-Methylglucosid- 
spaltung). 

Kin Vergleich der Wertigkeiten der drei Emulsinpriparate 
segen die verschiedenen Substrate ist in der folgenden Tabelle 


Orne? 
gegeben. 





Wertigkeit 


Nr. Substrat 1. 2. 3. Verhaltnis 
des Roh- der Vor- der Haupt- 
ferments fallung | fallung 











eee) 5k ks os 1,25 0,45 | 9,4 1 : 0,36 : 7,5 

I Phenol-f, d-galaktosid | 51 18 386 1 : 0,36 : 7,6 
IL Phenol-a, d-galaktosid a ae 0,5 1:0,2 :0,05 

iit Phenol-ca,|-arabinosid | 32 10 | 250 1: 0,31 : 7,8 
IV Phenol-/, | -arabinosid 7 3,5 0,6 1:0,5 : 0,09 

V Phenol-f,d-xylosid . 29 | 12 24,5 1:0,4 :8,4 

VI Phenol - 8, d - Glucosid- | 
6-bromhydrin. . . 58 | 1,8 45 1 : 0,35 : 7,5 


*) Beim Salicin ist die Wertigkeit als (-Glucosidasewert mit Minuten 
berechnet, also mit den anderen nach Tagen berechneten Wertigkeiten nicht 
direkt vergleichbar. 


Aus der letzten Spalte dieser Tabelle geht hervor, daB bei 
allen drei Kmulsinpriiparaten die Wirkung auf Salicin (als Beispiel 
der f,d-Glucoside), auf £,d-Galaktosid (I) auf «@,l-Arabinosid (I1]), 
auf £,d-Xylosid (V) und £,d-Glucosid-6-bromhydrin (VI) innerhalb 
der Fehlergrenze vollkommen parallel geht. Es ist also auch 
weiterhin die einfachste Annahme, dai ein Ferment des Emulsins, 
das nach seiner bekanntesten (und wichtigsten?) Wirkung auch 
jetzt noch als #-Glucosidase zu bezeichnen ist, auch die anderen 
Substrate spaltet. Ein Grund gegen diese einfachste Annahme ist 
fiirs erste nicht gefunden. 

Diese einfachste Annahme findet eine Stiitze, man ist versuchit 
zu sagen eine ,,Erklirung“, in den Beziehungen des Baues dieser 
Substrate, die in den folgenden Formelbildern wiedergegeben sind. 

Die Konfiguration dieser Substanzen am 1-Kohlenstoffatom ist durch 


die verschiedensten Arbeiten sichergestellt.‘) Besonders wichtig ist der neue 
Weg von Riiber.*®) Zur Nomenklatur sei bemerkt, daB zwar dem Hudson- 
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schen Vorschlag entsprochen wird. Da aber gerade auch in dieser Arbeit 
die gegenseitige Lagerung der Hydroxy]-Sauerstoffe am 1- und 2-Kohlenstoff- 
atom fiir das Verhalten gegen Fermente ausschlaggebend ist, wird bei 
3,d-Glucosiden, #,d-Galaktosiden und a,1-Arabinosiden die Vorsilbe trans, bei 
u,d-Galaktosiden und f,]1- Arabinosiden (sowie a-Glucosiden) die Vorsilbe 
cis neben der anderen Bezeichnung gebraucht. Dadurch tritt die konfigurative 
Zusammengehorigkeit besser hervor, ohne daB, wie es Riiber aus dem 
gleichen Wunsche vorschligt®), von der Hudsonschen Nomenklatur (a, 9) 
abgegangen werden muf. Da wohl auch das chemische Verhalten am 
i-Hydroxyl in erster Linie von der gegenseitigen Lage des 1- und des 
2-Hydroxylsauerstoffs abhiingig ist, empfiehlt sich diese Bezeichnung auch in 
anderen Fiillen, wo die Konfiguration sicher steht. 


OH H 


H es 
IH ORS, 
OH H 
HO 
4| 5] 
H ‘CH,OH 


(trans-) §,d-glucosid. 








OH H OH H 
-_=T\ :__} 
tL On 1 a oR 
vw lk’ # So y rk So 
\ 0H H y H H 
HO | Pa HO 
| ¥ © | | 
H CH,Br / HO CH,OH 
/  (trans-)$,d-Galaktosid. 
OH H OH H 


| I i I 
Nn H /| 


H OR H OR 
V LY So Il lk’ So y, 
| OH H a 1 H y, 
HO / HO Y 
4 
K 
H H / HO H 
(trans-) 6,d-Xylosid. / (trans-) §,d-Arabinosid. 
Die Wirkung des ,,einen“ diese Substrate spaltenden Ferments, 





der ,8-Glucosidase“, wird also nicht aufgehoben, sondern bleibt 


(qualitativ) bestehen bei den folgenden Anderungen am Bau eines 
8-Glucosids: Das 6-Hydroxyl kann durch Brom ersetzt werden (VJ) 
‘oder durch Wasserstoff ersetzt werden = Ubergang in Isorham- 


nosid ®)]. Die endstiindige CH,OH-Gruppe kann durch H ersetzt 
werden (Xylosid, V). Die Konfiguration ani 4-Kohlenstoffatom kann 
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von d in | iitbergehen = f,d-Galaktosid (I). In diesem letzten Fall 
kann auBerdem auch noch die endstiindige CH,OH-Gruppe durch H 
ersetzt werden = trans (-a-) l-Arabinosid (III). 

Die #-Glucosidase ist also (unter den oben gemachten 
Annahmen) gegen Anderungen am 4- und am 6-Kohlenstoffatom 
recht unempfindlich. Die an diesen Stellen der Glykoside sitzenden 
OH-Gruppen sind vielleicht bei ,der Bindung des Ferments an 
das Substrat“ weitgehend oder ganz unbeteiligt. 

Es hegt durchaus im Bereich der Méglichkeit, ‘daB auch 
andere Stellen im Bau der #-Glucoside ohne Aufhebung der 
Spaltbarkeit geindert werden kénnen. Erst weitere Experimente, 
zu denen die Substratbeschaffung trotz ihrer Miihe in Angriff ge- 
nommen ist (d-Mannoside, ]-Rhamnoside), werden dariiber Aut- 
schluB geben. 

Eine Anderung aber ist, nach alten und nach neuen Er- 
fahrungen doch wesentlich fiir die Wirksamkeit des Ferments: 
Die Anderung der Konfiguration am 1-Kohlenstoffatom. Diese 
erste Entdeckung der Spezifitit glykosidspaltender Fermente ‘) 
hestiitigt sich auch in dieser Arbeit. «@-Glucoside sind durch 
Kmulsin praktisch nicht spaltbar. Selbst die in der vorigen 
Arbeit gefundene Spaltbarkeit des «-Phenol-d-glucosids?) ist von 
so anderer GréBenordnung, daf wohl auch weiterhin von einer 
»absoluten* Spezifitaét gesprochen werden kann, selbst wenn diese 
minimale Spaltbarkeit des @-Phenol-d-glucosids ein steter Begleiter 
f-glucosidatischer Wirkung sein sollte. 

Dem entspricht nun die in der vorigen Arbeit?) am Schlub 
schon erwiihnte Tatsache, daB die e-galaktosidatische Wirkung be: 
der oben beschriebenen Reinigung des Emulsins nicht der f-glucosi- 
datischen Wirkung parallel geht (Nr. 11 der Ubersicht); wiihrend 
die Vorfillung noch einen Teil der @-galaktosidatischen Wirkung 
enthilt, hat die Hauptfillung — 7—8 mal stiirker wirksam gege1 
die oben angegebenen trans-Substrate — fast alle cis-a-galaktosi- 
datische Wirkung eingebiiBt. Und ganz parallel damit geht dic 
Wirkung auf das Substrat, das an Stelle der CH,OH-Gruppe in 
den @-Galaktosiden ein H hat, das Phenol-cis-f-l-arabinosid (LV). 

Mit diesem Befund ist in einem wichtigen Punkt die Wirkung 
des Emulsins gekliirt. Man hat in ihm eine cis-g,d-Galaktosidase 
anzunehmen, die — ganz parallel den Befunden bei der £-galaktosi- 
datischen Wirkung — gegen den Ersatz des endstindigen CH,OH 
durch H recht unempfindlich ist. Denn diese cis-a,d-Galaktosidase 
spaltet auch (cis)-@-l-Arabinoside. Ihr ist, entsprechend der Theorie 
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L i 
VA vs 
II lL’ So IV lV So 
NH H NH H Fi 
HO HO Y 
| i _ 
OH H,OH OH H 
(cis-)a,d-galaktosid. (cis-) 6-l-Arabinosid. 


von Weidenhagen®), auch die Spaltung von Melibiose®), ebenso 
wie die von Raffinose in Galaktose und Rohrzucker?®), zuzuschreiben. 
Denn in beiden Fiillen wird ja eine ¢-Galaktosidbindung gelést.") 
Bei dieser Gelegenheit sei bemerkt, daf alle ilteren Befunde 
iiber Galaktosidasen revidiert werden miissen, da Laktose ein 
3-Galaktosid, Melibiose ein @-Galaktosid ist. Darauf hat auch 
Rk. Weidenhagen schon aufmerksam gemacht. 

SchlieBlich sind die drei Fermentpriiparate auch auf Trehalose- 
spaltung?*) untersucht. Alle drei spalten dies Disaccharid. Doch 
veht die Spaltung sicher nicht der #-glucosidatischen, eher der 
v-galaktosidatischen Wirkung parallel. 


Herrn Appel danken wir fiir Uberlassung einiger wert- 
voller Priiparate. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fiir ihre Unterstiitzung bei Durchfiihrung dieser Arbeit zu ganz 
besonderem Dank verpflichtet. 


Versuche und Belege. 


A. Fermentpraparate. 1 kg fein gepulverter Siibmandelpreb- 
kuchen wird mit einer Lésung von 50g krystallisiertem Zink- 
sulfat in 4,5 Liter Wasser angeriihrt, nach 4—5stiindigem Aut- 
hewahren bei 0° durch Nesseltuch abgepreBt, das Filtrat tropfen- 
weise mit einer Lésung von 1,4 g ‘Tannin in '/, Liter Wasser versetzt, 
vom Niederschlag, der nur wenig Ferment enthiilt, durch Dekan- 
tieren und Zentrifugieren getrennt und die Lésung mit einer 
Lisung von 15 g Tannin in }/, Liter Wasser langsam gefiillt.*) 
Der dabei entstehende Niederschlag enthiilt die Hauptmenge 
Kerment, das durch Abzentrifugieren und mehrfaches Anriihren 
und Waschen mit Aceton von dem mitgefallenen Tannin praktisch 
villig gereinigt werden kann. 10g eines solchen ,,Rohferments“ 
wurden in etwa 166 cem Wasser gelést und die Lisung durch 
Zentrifugieren geklirt. Diese Lisung diente als Ferment Nr. 1 
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in dieser Arbeit. -Glucosidasewert, bezogen auf den Trockenriick- 
stand dieser Lésung 1,25. 

Das Ferment Nr. 2 (Vorfillung) dieser Arbeit wurde aus 
10 g einer 1°/,igen Lésung des Rohferments durch langsames 
Versetzen mit 0,05 g in wenig Wasser aufgeschlimmtem, feinem 
Silberoxyd, Abzentrifugieren des dabei entstehenden weiBlichen 
Niederschlages, Aufschlimmen dieses Niederschlages in 50 cem 
Wasser und Zersetzen mit Schwefelwasserstoff (alles méglichst bei 
0°) als Lésung erhalten. 

Die noch etwas triibe Lisung wurde mit Kohle méglichst 
geklirt. §-Glucosidasewert, bezogen auf den ‘T'rockenriickstand, 
= 0,45. 

Das erste Zentrifugat von dieser mit wenig Silberoxyd ge- 
wonnenen Vorfillung enthilt die Hauptmenge Ferment. Durch: 
Verriihren dieser Lésung mit 0,18 g in Wasser aufgeschliimmtem, 
fein zerriebenem Silberoxyd, Aufschlimmen des so gewonnenei 
Niederschlages in Wasser, Zersetzen mit Schwefelwasserstoff uni 
schlieBlich durch mehrfache Wiederholung dieser Operationen 
(Killen mit Silberoxyd, Zersetzen mit Schwefelwasserstoft) wurde 
das Fermentpriparat Nr. 3 — £-Glucosidasewert 9,4, bezogen 
auf den Trockenriickstand der Liésung — gewonnen. 

Das neue Reinigungsverfahren der 8-Glucosidase durch ,,Fiallen 
mit Silberoxyd“ soll an anderer Stelle genauer beschrieben werden. 
Ks hat vor der in friitheren Arbeiten!*’) beschriebenen Ultra- 
filtration die Vorteile gréBerer Schnelligkeit, gréBerer Ausbeute und 
stiirkerer Reinigung voraus. Vielleicht laBt es sich auch auf andere 
Fermente anwenden. 

B. Substrate. Von den in dieser Arbeit als Substrate angewandten 
Phenol-glykosiden sind neu das Phenol-f,l-arabinosid, dessen Dar- 
stellung an anderer Stelle beschrieben werden soll und das 


Phenol-a-l-arabinosid. 

Sein T'riacetat wird nach der Methode von Robertson" 
gewonnen: 9,4g Phenol, gelést in 24 cem absolutem Chinolin. 
werden mit 14g frisch dargestellter, krystallisierter Acetobrom- 
arabinose !5) versetzt und nach ihrer Auflisung mit 14 ¢g Nilber- 
oxyd 10 Minuten lang verrihrt (Temperatur event. durch Kiihlen 
nicht iiber 60° steigen lassen); die Mischung wird nach Istiin- 
digem Aufbewahren mit einer Mischung von 60 ccm Aceton uni 
60 cem Eisessig aufgenommen und in 500 ccm Eiswasser gegosse. 
Niederschlag und Silbersalze werden abzentrifugiert, mit Aceton 
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estraliert, die Lésung mit WKohle geklirt und zur Trockne ver- 
dunptt. Das Zentrifugat wird mit Benzol extraliert, die Benzol- 
lhsung durch Waschen mit Natronlauge und Natriumbisulfatlésung 
von) Chinolinverbindungen betreit, mit) Chlorcaleium getrocknet 
und ebenfalls zur Trockne verdamptt. Die beiden Trockenriick- 
siinde werden zusammen in 40 cem gewohnlichem Methanol ge- 
list und durch Versetzen mit 12 com Wasser das Triacetat  kry- 
siallin gewonnen. Nach 8maligem Umkrystallisieren aus etwa 
1.5 Teilen Methanol zeigt die Substanz den Schmelzp. S7——S9”. 
Aus den Mutterlaugen lassen sich weitere Mengen gewinnen, Ge- 
suntausbeute 5.6 ¢. Die Substanz reduziert Fehlingsche Losung 
erst nach der Hydrolyse. 

3,321 mg Substanz gaben 7,141 mg CO,, 1,716 mg H,O. 

(,;H.,0, (852,2) Ber. © 57,95°/, H5,72%, Gef. C58,64%, H5,77%% 

Die Drehungsbestimmung in Chloroform ergab: 

aj} = + 1,65 x 1,9067/0,0849 x | x 1,470 =-+ 25,2° und 
[a]}9 = + 1,12 x 2,3296/0,0718 x 1 x 1,471 = + 24,7° 

Die Substanz zeigt die Léslichkeiten der Acetylzucker. 

4¢ dieses Triacetats ergaben nach Kochen (10 Min.) in 16 cem 
absolutem Methanol mit 0,75 cem n/lO-Natriummethylatlésung ?%) 
und Verdampten des Lésungsmittels das freie Phenol-a,l-arabi- 
nosid, das durch 3imaliges Umkrystallisieren aus absolutem Kssig- 
ester, Lésen in Wasser, Wliiren der Lésung mit Kohle, Ver- 
dampten zur 'Trockne und nochmaliges Umkrystallisieren aus 
Kssigester rein erhalten wurde. Es schmilzt ber 158—-155° korr. 
(resamtausbeute einschlieblich der Substanz aus den Mutterlaugen 
15 e Die Substanz reduziert Fehlingsche Lésung erst nach 
der Hydrolyse. 

3,362 mg Substanz gaben 7,202 mg CO,, 1,862 mg H,O. 

(',,H,,05 (226,11) Ber. © 58,35°/, H6,24°/, Gef. © 58,42°/, H 6,20%, 

Die Drehung in Wasser ergab: 

[a}? = + 0,32 x 2,0790/0,1099 x 1 x 1,004 = + 6,0°. 

C. Spaltungen. Die Spaltungen wurden alle bei Py, OO und 
einer Putferkonzentration von m/5 bei 30,0° durchgetiihrt.  Zusatz 
von Toluol lielt die Proben geniigend steril. Die Wertigkeit 
wurde stets fiir Zeitangabe in Tagen berechnet (Formel vgl. z. B. 
\rbeit Nr. VI?) und angegeben. Die Fermentkonzentrationen waren 
so, daB bei Ferment Nr. bl (Rohferment) ¢ (der Formel) = 0.1633, 
vel Ferment 2 (Vorfiillung) ¢ = 0.03085, bei Ferment Nr. 3 (Haupt- 
lung) g = 0.00775 war. Bei jedem der drei Fermente wurde fiir 
le Versuche von der gleichen Liésung verwandt. 
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I. Phenol-7,d-galaktosid (Schmelzp. 144——-146°) 0,7705 g in 50,0 com Puffe 
Fir jeden Versuch: 5,0 com dieser Losung zu 1,0cem der Ferme | 
Bestimmung der Cialaktose Bertrand’: 
Substrat und Ferment einzeln reduzierten bei gleicher Ze t. 


losung. 


lOsunyg. entstandenen nach 


In 98,0 cem., 


4 
t 


dauer und Behandlung nicht. 





























: Zeit com n/10- . ee ee 
Ferment es Wertigkeit 
(Stunden) Permanganat Spaltung 
| , 
l O5 1.36 10 45 
15 4.40 32.6 55.8 
25 6,23 46.5 53.0 
2 2.7 0.73 5,2 18,9 
12.0 2.36 16.6 17.0 
31.0 5.55 40.5 18.9 
3 50 4.61 33.0 358 
8.0 7.02 52.2 413 
II. Phenol-a,d-galaktosid (Schmelzp. 143—145°) 0.7701 g in 50,0 com 
Pufferlésung, sonst wie bei LI. 
l 6.2 3.3 244 9.6 
2 22 0.68 4.9 2.6 
144 2.4 17.0 15 
3 48 0.05 
192 0.31 2 O5 
Il. Phenol-a-(trans)l-arabinosid (Schmelzp. 1538— 155°, [a@]})' = + 6°; 0,1356¢ 


in 10,0 cem Pufferlésung 
fangsdrehung 


0.08. Enddrehung 


2.0 com Fermentlésung. 


Theoretische An- 


1.58, beides im 2 dm-Rohr. 





Drehung im 2 dm-Rohr 
0/ 
Ferment Zeit Substrat Bain bone Wertigkeit 
Ferment a Spaltung 

Bulfor Puffer 
| 63" ~ 0.09 0,23 16 35 
306" - O61] 0.23 5] 30 
? 607" --O,12 0.05 6 7 
34.5" -0,52 0.05 33 13 
70.0" 0,76 0.05 49 1] 
> 645" 0.74 0,04 47 260 
1395" 1.1] 0,04 71 240 














Mit allen drei Fermenten wurde auch eine Spaltungsbestimmung nac! 
Bertrand (reduktometrisch) gemacht und mit der polarimetrischen in Ub 


einstimmung gefunden. 





Ari 


Fe 


me 
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(. Phenol-3-(cis)l-arabinosid (Schmelzp. 177—179°), [a@]}\? | 243°). Wie 
bei Ill. Theoretische Anfangsdrehung -— 5,49, Enddrehung + 1,58, 
im 2 dm-Rohr. 





Drehung im 2 dm-Rohr 
0 
erment Zeit Substrat oe ae Wertigkeit 
Ferment a Spaltung 

Puffer + Puffer 
| 323” 4.48 0,23 20 8,7 
512° 4,24 0,23 26 7.4 
1375" + 3,48 0),.23 45 5.6 
2 (632™ +- 5,21 0,05 6 6,6) 
355 + 5,00 0,05 Li 3,7 
3 4" + iA 0,04 | 05 
84 + 5,33 0,04 3 0,7 














Auch hier wurde die Spaltung durch Bestimmung der entstandenen 


Arabinose nach Bertrand in einzelnen Fallen kontrolliert und bestatigt. 


























VY. Phenol-3,d-Xylosid (Schmelzp. 178—-179°, aj}, 47,0%).19) 
eem n/10-Permanganat 
Kinwage "le — 
Fer- -~.: lealenhos ' Wertig- 
Zeit auf Substrat | P Spal- se 
ment _ Substrat Ferment keit 
6,0 cem | + Ferment m tung 
*. > . ) ’ g 
Dette. | T Puffer -+ Puffer 
12" 0,0689 2,87 0,84 0,10 15 2,9 
2 6" 0,0685 2,56 0,83 0,05 I4 1,2 
8 0,0685 3,35 1,05 0,10 Is 1,2 
3 46,5" 0,068 1 3,61 0,89 O15 21 23 
75,5" 0.0687 5,6 1,2 0,1 35 26 
Bei 3 wurde die letzte Spaltung auch polarimetrisch bestatigt. 
VI. Phenol-9,d-glucosid-6-bromhydrin (Schmelzp. 161—163°, 
[a]? 99,6 °). 19) 
Drehung im 2 dm-Rohr 
0 
Ferment Zeit Ferment Fer ie Wertigkeit 
Substrat erment | Spaltung 
Puffer - Puffer 














(1,044 °/, Substratgehalt: Anfangsdrehung — 1,73, Enddrehung + 0,65) *°) 


] 9)" 1.47 0,21 20 5,1 
15.1" 1.10 0,26 37 6.5 
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VI. (Fortsetzung.) 





Drehung im 2 dm-Rohr 
% r . ry! 0 y . 
Ferment Zeit Ferment a 0 Wert igkeit 
Substrat ee Spaltung 


a 
Puffer Puffer 











(1,069 °°). Substratgehalt: Anfangsdrehung 1.77, Enddrehung -) 0,66) 














2 114" 1.33 0.0 19 1.8 
168" 1.18 00 24 1.8 
(0,974 °°), Substratgehalt: Anfangsdrehung - 1,62, Enddrehung + 0,61) 
3 30" 1,03 0.0 24 45 
48" 0.78 0.0 38 45 


Ber 3 wurde durch reduktometrische Bestimmung die fortschreitende 
Spaltung qualitativ bestatigt; zur quantitativen Auswertung fehlt die Be 


stimmung des Reduktionsvermégens vom Glucose-6-bromhydrin. 
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Uber Stercobilin, Kopromesobiliviolin und Kopronigrin.') 
Vou 


C. J. Watson. 


Fellow in Medicine of the National Research Council, Washington. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. April 1932.) 


In der ersten Mitteilung wurde iiber krystallisiertes Stereo- 
bilinchlorhydrat, sowie eine begleitende, mesobiliviolindlinliche Sub- 
stanz, krvstallisierte Porphyrine und eine regelmabig vorkommende 
unbekannte sechwarze Substanz aus menschlichem Wot berichtet. 
Das weitere Studium dieser Substanzen wird nun beschrieben. 

Das Stercobilinchlorhyvdrat laibt sich von der begleitenden 
mesobiliviohinahnichen Substanz, fiir die ich den Namen ,,Nopro- 
mesobiliviolin™ vorschlage, dureh wiederholtes Umkrystallisieren 
aus Chloroform vollkommen trennen. Das so erhaltene prachtvoll 
krvstallisierte Material (Fig. 1) besitzt eime hellgelb-orange Farbe 





Fig. 1 Stereobilin-Chlorhydrat. Fig. 2. Freies Stereobilin. 


und ist zur krystallographischen Messung geeignet. Herrn Prof. 
Dr. Steinmetz, Vorstand des Mineralogischen Instituts der Teeh- 


1) II. Mitteilung. I. Mitt. Diese Z. 204, 57 (1932). 
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nischen Hochschule Miinechen, bin ich zu besonderem Dank fiir dic 
Durchfihrung der Messung verpflichtet. Sein Befund ist folgender: 
,.Prismenzone angenihert meBbar. WKombination von (100), (116 
und (010). (110):(100) ~ 37°. Am Ende noch ein horizontales 
Prisma 101, dessen Flichen zur Messung aber zu klein sind. Aus- 
loschung aller Prismenflichen parallel. Krystallsystem rhombiseh.” 
Die reine, wiederholt aus Chloroform umkrystallisierte Substanz 
ist nicht hygroskopisch. Sie schmilzt unscharf unter Zersetzung 
ber 125—150°. Die Anwesenheit eimes Indolderivats ist aus- 
veschlossen, wenigstens war bei der Wasserdampfdestillation einer 
mit Soda versetzten Probe das abdestillierte Wasser vollig farblos und 
reagierte weder mit Ehrlichs Reagens noch mit alkoholischer 
Zinkacetatlosung. 

Das Stereobilinchlorhydrat, in Bicarbonat gel6ést, zeigt sehwache 
Blasenent wicklung (CO,). Beim Ansiuern dieser L6sung und spek- 
troskopischer Untersuchung wurde der von Garrod und Hopkins!) 
beschriebene ,,E**-Streifen beobachtet. Vermutlich wird das Auf- 
treten dieses Streifens nur durch eine voriibergehende Umlagerung 
verursacht, denn beim mehrmaligen CHCl,-Ausschiitteln erscheit 
in diesem Extrakt nur der Urobilinstreifen, obwohl der E-Streifen 
aus der wibrigen Losung verschwindet. 

Fiinfmal aus Chloroform umkrystallisiertes Stercobilinehlor- 
hydrat wurde analysiert, da die Moglichkeit besteht, da die frithere 
nicht sehr gut stimmende Analyse bedingt sei durch unvollkommene 
Trennung des Stereobilins und Kopromesobiliviolins. Wie unten 
angegeben, ist aber die Verwandtschaft dieser Korper wahrschein- 
lich so nah, daB sehr wenig oder kein Unterschied bei der Analyse 
zu erwarten wire. Auch stimmten die neuen Analysenwerte 
wiederum am besten mit der friiher aufgestellten Forme! 
CygHy.N,O,Cl. Nur die Chlorwerte zeigen eine geringe Abweichung. 

Das freie Stercobilin ist neuerdings sch6n krystallisiert  er- 
halten. Hierzu war es notwendig, vollig reimes wiederholt um- 
krystallisiertes Chlorhydrat zu verwenden. Die freie Verbindung 
krystallisiert sehr gut aus Chloroform (Fig. 2, 8.101). Herr Prof. 
Dr. Steinmetz stellte parallele Ausl6éschung und rhombisches 
Svstem fest. Zu emer genaueren Bestimmung waren die Krystalle 
zu klein. 

Die Elementaranalyse des krystallisierten Stercobilins stimmit 
gut auf die Formel C3,H4,NyOg. Auch die freie Verbindung sehmilt 
unscharf unter Zersetzung bei 127—140°. 


1) J. of Physiol. 20, 112 (1896). 
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Stercobilin besitzt sauren Charakter und ist dureh Diazo- 
than quantitativ veresterbar. Ester und Esterchlorhydrat sind 
-ielend l6sheh in den untersuchten Losungsmitteln und konnten 
deshalb bis jetzt meht krvstallisiert erhalten werden. Durch Ein- 
‘tung von Chlorwasserstoffgas in die Chloroformlésung des Esters 
jndet em Umschlag nach Griin statt: nunmehr besitzt die Losung 
cinen Absorptionsstreifen mit Max. 677. Beim Sehiutteln mit Soda 
bleibt die Substanz in Chloroform mit gelber Farbe und besitazt 
nunmehr den typischen Stercobilinstreifen. Die griine Farbe und 
der Rotstreifen erseheien beim Schiitteln mit Saure wieder. Das 
Verhalten der Stereobilins ermnert auberordentlich an das des 
\Mesobilirubins und der Farbumsehlag ist offenbar wie dort dureh 
die Salzbildung bedingt. 

Besonders wichtig ist die Frage der Stellung des Stereobilins 
zum Mesobilirubinogen, das H. Fischer und Meyer- Betz aus 
pathologischem Harn isohert haben.!) Ks war deshalb von groBem 
Interesse, die Leukoverbindung des Stereobilins zu fassen, wobet 
von vornherein jedoch gréBere Schwierigkeiten zu erwarten waren, 
well Stercobilin nur in relativ klemen Mengen zur Verfiigung stand 
und fiir die Identifizierung des Mesobilirubinogens immerhin grobere 
Mengen notwendig sind. Ieh habe deshalb zunachst festgestellt, 
wie weit man bei der Isolierung des letzteren mit der Bilirubin- 
menge heruntergehen kann und stellte fest, dab noeh ber Anwendung 
von 10 mg Bilirubin naeh einiger Ubung nach der frither besehrie- 
benen Methode?) gut krystallisiertes Mesobilirubimogen gewinn- 
bar ist. 

Ber Anwendung der gleichen Methode auf Stercobilin) war 
selbst bei Verwendung groBerer Mengen kein krystallisiertes Material 
erhaltheh. Zwar fihrt die Reduktion zu emer farblosen Lésung 
beim Bilirubin bleibt die L6sung meist noch wenig gelb gefarbt), 
die eine sehr intensive Ehrliehsche Reaktion gab. Da wie gesagt, 
die Krystallisation nieht gelang, wurde mit dem gesamten Ruck- 
stand die Salpetersiureoxydation durchgefiihrt, die beim Mesobili- 
rubinogen noch bei Anwendung von 3 mg Substanz das leicht naeh- 
weisbare Methylaithylmaleimimid gibt. Hier miblang der Nachweis 
ebenso ber der Oxydation des freien Stercobilins; dagegen konnte 
durch Oxydation mit Chromsiure—Eisessig die Anwesenheit der 


Hiimatinsaiure sehr wahrscheinlich gemacht werden, wenn auch die 


1) Diese Z. 75, 232 (1911). 
*) H. Fischer, Diese Z. 78, 204 (1911). 
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vollig einwandfreie Identifizierung durch Sehmelz- und Mise :- 
schmelzpunkt meht mégliech war. Aus der sauren Fraktion wurden 
dureh Behandeln mit) Chromsiure-EKisessig und Sublimation 
Krvystalle erhalten, die Herr Prof. Dr. Steinmetz freundlicherweise 
mit) Krystallen reimer Hiimatinsiiure verglhchen hat. Er stellte 
foleendes fest: ,,Gegen eine Identitit der beiden Priiparate ist miehts 
eimzuwenden. Man kann in beiden Fallen die parallele Ausloschung 
prismatischer Krystalle nachweisen.* Es steht also das Sterco- 
bilin ansechemend in naheren Beziehungen zum Bilirubin als zum 
Mesobilirubin bzw. Mesobilirubinogen. Man kann die Vermutuny 
aussprechen, dab in ihm noch die Vinvlgruppen bzw. ungesattigten 
Gruppen des Bilirubins enthalten sind, vielleicht im = oxydierter 
Form, z. B. Oxithvlresten. Die Zugehoérigkeit des Stercobilins zum 
Bilirubin und seinen Derivaten wurde dann weiter nachzuweisen 
versucht durch Isoherung der Bilirubinsiure, die ja ein charakteristi- 
sches Spaltprodukt des Gallenfarbstoffs und semer Derivate ist 
und noch aus 10mg Bilirubin krystallisiert erhaltheh. Mit emer 
eroBeren Menge Stereobilin wurde der schon in der 1. Mitteilung 
beschriebene Reduktionsversuch wiederholt und eme der Bilirubin- 
siiure duberst déhnliche Substanz erhalten. Auch Iner war jedoch 
die Ausbeute so gering, dab die Umkrystallisation nicht gelang. Als 
Nebenprodukt wurden auch hier wieder in der sauren wie basischen 
Fraktion Pyrrole mit intensiver Ehrlichscher Probe beobachtet, 
ein Verhalten, das vollig analog ist wie ber der Reduktion des bBili- 
rubins. Dureh Kuppeln mit) Diazobenzolsulfosiure konnten diese 
Pvrrole entfernt werden. Kin Versuch, allenfalls entstehendes Opso- 
pyrrol durch Behandlung mit Chlormethylither in Atioporphyrin 
iberzufiihren, gelang mieht, lediglich em dem = Urobilin analoges 
Spektrum konnte konstatiert) werden. 

Das Stereobilin ist nach den bisherigen Krgebnissen wohl mit 
Sicherheit ein Pyrrolfarbstoff, der in eme Leukoverbindung, dic 
die Khrlichsehe Reaktion intensiv gibt, wherfiihrbar ist. Eine 
Identifizierung dieser mit Mesobilirubinogen ist bis jetzt micht ge- 
lungen und es scheint sich auch mit einiger Sicherheit um eme von 
diesem verschiedene, wenn auch nach den Reaktionen sehr alhn- 
liche Substanz handeln. Bei Vorliegen gréBerer Materialmengen 
wird die eindeutige Stellung zum Bilirubin und semen Dertvaten 
moglich sein. 

Kis war selbstverstandlich wiinschenswert die Farbstiarke des 
Stereobilins zu messen. Diese Messung geschah dureh: 1. Extin<- 


tionsbestimmung des fluoreszierenden Zinksalzes, 2. Vergleieh sem? 
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¥ akfluoreseenz mit der emer bestimmten  Fluorescemlosung, 
spektrophotometrische Bestimmung seines Absorptionskoeffi- 
y.enten. 
Friiher ist die Fluoreseenz des Stereobilins bzw. Urobilins mit 
“Zinksalzen weitgehend versehieden angegeben worden. Sehle- 
nger!) nahm 20 mg pro Liter als Grenze der sichtbaren Fluo- 
rescenz an. Simpson?) wollte den Wert von 2,5 mg pro Liter fest- 
<etzen. AuBerdem haben Adler’) die Grenze als 1 mg pro Liter, 
Qpitz und Brehme?) als 1 mg in 4 Liter angegeben. Spater hat 
Terwen®) em vermutlieh viel reieres Urobilin beschrieben, von 
welehem 1 mg in 10 Liter nur noch Fluorescenz zeigte. In der Lite- 
ratur ist die Fluorescenzstirke des mit Jod und Zink behandelten 
VMesobilirubinogens (in jedem Fall von H. Fischer whersandt ) 
weitgehend versehieden bestimmt. Adler®) hat folgende Werte 
vefunden: 1 mg in 1,25 Liter, 1 mg in 18.5 Liter, 1 mg in 400 Liter, 
| mg in 178,5 Liter. Opitz’) hat 1 mg in 20 Liter gefunden. Wie 
in der I. Mitteilung erwaihnt worden ist, zeigte das krystallisierte 
Stercobilin beim direkten Vergleich mit) Mesobilirubimogen unter 
sleichen Bedingungen eme etwas stirkere Fluorescenz. Bein 
krvstallisierten Stercobilinchlorhydrat ist nun festgestellt, worden, 
daB die Grenze der sichtbaren Fluorescenz in der Nahe von 1 meg 
in 53 Liter hegt. Elman und Me Master’) haben die Fluorescenz 
des Urobilins mit Zink 
und Hopkins modifizierten Methode®) dargestellt | mit emer be- 
stimmten Lésung des Fluoresceins (Aeriflavem, neutral) verglichen. 


das Urobilin wurde nach emer nach Garrod 





Daraus wurde ein Fluorescenzstirkeverhaltnis von ungefihr 3 
(Fluorescein) zu 1 (Urobilin) festgestellt. Dieses Verhaltnis wurde 
beim krystallisierten Stercobilinchlorhydrat und Fluorescein unter- 
sucht und zwar war es ungefaihr 4 (Fluorescem) zu 1 (Stereobilin). 
Die Fluorescenz des krystallisierten Stercobilins mit Zinkacetat ist 
also viel starker als fiir natiirliche Urobiline friiher bestimmt 
worden. ist. 

In der Literatur beziehen sich die meisten spektrophotometri- 
schen Messungen auf die Farbstiairke der nach Reduktion des in 
Frage kommenden Urobilins mit dem Ehrliehschen Reagens 


) Dtsch. med. Wsechr. (1903). *) Biochem. J. 6, 378 (1911). 

) Dtsch. Arch. klin. Med. 138, 309 (1922). 

) Z. exper. Med. 47, 689 (1926). 

>) Dtsch. Arch. klin. Med. 149, 72 (1925). ®) Ebenda 154, 238 (1927). 
) Opitz, zit. von Adler, Dtsch. Arch. klin. Med. 154, 238 (1927). 
) J. of exper. Med. 41, 503 (1925). 


®) Garrod u. Hopkins, a.a. 0. 
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kondensierenden Substanz. Da eine Reduktion meht sicher quanti. 
tativ ist, laBt sich die Richtigkeit dieses Verfahrens bezweifel), 
ZAwar hat Niemann!) den genauen Wert fiir den Absorptions- 
koeffizienten des mit dem EKhrlichschen Reagens kondensierenden 
Mesobilirubinogens fest gestellt, aber wie schon oben erwalnt, ist das 
Stercobilmogen mit dem Mesobilirubinogen wahrscheinlich nicht 
identisch. Deswegen wurde lier auch nur der Absorptionskoeffi- 
vient des Stereobilins (Chlorhydrat) gemessen. Der Durehsehnitt 
der von den Messungen nach Formel ¢ = ¢ A berechneten A-Werte 
war 0,00005439. Obwohl die verschiedenen Messungen nicht ganz 
genau iberemstimmten, war es durch die Anniherung der versehie- 
denen Verdiinnungs-,,4°-Werte offenbar, daB die Substanz das 
Beersche Gesetz erfiillt. Die Messungen, die das obige Absorp- 
tionsverhaltnis ergaben, beziehen sich auf eine einmalige Kimwage 
der Substanz, die in sechs verschiedenen Verdiinnungen untersuelht 
wurde. Es ware wiinschenswert, mehrere Priparate, auch von dem 
freien Stereobilin, spektrophotometrisch zu untersuchen.  Aut- 
fallend war die Anniiherung des oben angegebenen Absorptions- 
verhialtnisses an den von Vierordt?) fiir das Malysche?) aus Bili- 
rubin gewonnene Hydrobilirubin (von EF. v. Mueller?) in’ semer 
spektrophotometrischen Methode angewandt) beschriebenen Wert 
von 0.000055 1. 

Jedoch mub diese Annaiherung nur als Zufall betrachtet werden, 
denn, wie H. Fischer gezeigt hat®), ist das Malysehe Hydrobili- 
rubin nicht als eme einheithehe Substanz anzusehen. Ferner, wie 
unten beschrieben wird, sind Versuche, das Stereobilin aus Bill- 
rubin in vitro zu gewinnen, oline Erfolg gewesen. 1909 hat 
Charnas®) die Absorptionsverhiltnisse einiger Harnurobiline ver- 
schiedener Darstellungsmethoden gemessen. Erst durch Extraktion 
des Urobilins selbst (Garrod-Hopkinsches Verfahren) hatten die 
so erhaltenen Produkte 4-Werte 0,000 105 —0,000626. Dureh Ather- 
extraktion und Luftoxydation des Urobilinogens, sowie Ammon- 
sulfatausfillung des entstehenden Urobilins hatte die nach volligem 
Kindampfen der absolut alkoholischen Losung erhaltene Substanz 
ein Durehschnittsabsorptionsverhaltnis von O0,000017. Sie war in 


!) Diese Z. 146, ISL (1925). 

*) Vierordt, zit. von F. Mueller, Die Harnfarbstoffe. Oppenheimers 
Hdb. d. Biochemie 1, 736 (1909). 

3) Ann. Chem. 163, 77 (1872). 

') Jahresber. d. Schles. Ges. f. vaterland. Kultur, Breslau 189”, 
Med. Sekt. I. 

') Diese Z. 73, 204 (1911). *) Biochem. Z. 20, 401 (1909). 
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rdiinnter Lésung rosenrot, fluorescierte von selbst, Eigenttimlich- 
iten, die dem = krystallisierten Stereobilin: mcht entsprechen, 
iBerdem bheb das Absorptionsverhaltnis nach Losen in absolutem 
Jkohol und Wiedereindampfen nicht konstant, sondern stieg et was. 
a die Substanz durch eime sehr einfache, micht spezifische Aus- 
fallungsmethode, welche wohl andere Pigmente emsehheben konnte, 
is Harn, nicht Kot, gewonnen wurde, ist ein Vergleieh mit dem 
krystallisierten Stercobilin unmodglich. Nachdem Stereobilinogen 
und Urobilinogen mit gréBbter Wahrschemlichkeit versehieden sind, 
vilt die gleiche Versehiedenheit wohl auch fiir Harnurobilin und 
Stercobilin. 

Nun aber hat vor kurzem Heilmayer!) die Absorptions- 
verhaltnisse verschiedener Urobiline, die teils durch die Terwensche 
Methode aus Stuhl und Harn, teils durch Oxydation des Mesobili- 
rubinogens (H. Fischer) gewonnen wurden, gemessen. lar konnte 
kein konstantes Absorptionsverhaltnis feststellen, sondern fand, 
da verschiedene Praparate, emige sogar durch die gleiche Methode 
aus demselben Ausgangsmaterial dargestellt, verschiedene Ab- 
sorptionsverhaltnisse innerhalb der Grenzen 0,000 009——0,00003  be- 
saben. Jedenfalls entspricht die GréBe dieser -Werte einer Farb- 
starke um etwa das 2—6fache des Stercobilins. Wie unten genauer 
beschrieben wird, ist es weder aus Mesobilirubinogen noch dureh 
Oxydation des gesamtreduzierten Bilirubins moglich gewesen, 
krvstallisiertes Stercobilin zu erhalten, vielmehr waren die so er- 
haltenen Korper stets dem Mesobiliviolin aéhnheh. Dhere und 
Roche?) haben neuerlich gefunden, da’ oxydiertes Mesobiliru- 
binogen sowie Urobilin (von Terwen iiberlassen) und das Mal ysche 
Hydrobilirubin alle in konzentrierter Losung ein dem Mesobili- 
violin ahnliches Spektrum besitzen. Da eine mesobiliviolinéhnliche 
Substanz (das unten beschriebene Kopromesobiliviolin) bei der 
lsoherung des Stercobilins regelmaébig gefunden wird, halte ich es 
fir héehst wahrscheinlich, daB die friiheren, aus Bilirubin ge- 
wonnenen Urobiline mesobiliviolinhaltig waren und dai die natiir- 
lichen Urobiline nicht von einer mesobiliviolinélnlchen Substanz 
vetrennt werden konnten, was mit ihrer Abstammung vom Meso- 
bilirubinogen durchaus tbereimstimmt. Urobilin aus Harn und 
Stercobilin sind demgemaf durchaus verschieden. 

,.Kopromesobiliviolin.*© Bei der in der ersten Mitteilung er- 
foleten Beschreibung des Stercobilinextraktionsverfahrens wurde 


1) Z. exper. Med. 76, 220 (1931). 
*) Bull. Soc. de Chim. biol. Paris 18, Dr. 9, 987 (1931). 
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die rotblaue, oft porphyrinahnliche Farbe der letzten Salzsdure- 
und Chloroformlé6sungen erwahnt. Diese besaben regelmaBig zw eo) 
Absorptionsstreifen, den gewohnlichen Urobilinstreifen ber 500 1, 
und emen zweiten ber 600 mu. Die zwei Streifen waren noch 1) 
der Essigesterlésung des Chloroform Petrolathermedersehlags vor- 
handen und beim Abkiithlen dieser LOsungen fielen zwei Substanzen 
aus. Die eme, das gut krystallisierte Stercobilinchlorhydrat, zeigt, 
wie schon beschrieben wurde, nur einen Absorptionsstreifen May, 
ber 495 mw. Die andere ist eine dunkelbraun gefiirbte, nm Kugely 
ausfallende Substanz mit grimlichem Oberflachenschimmer, die in 
Losung die zwer Absorptionsstreifen ber 500 und 600 mye besitzt. 
Wie in der ersten Mitteilung erwaihnt wurde, ist diese Substanz dem 
von H. Fiseher und Niemann!) aus Mesobilirubinogen — ge- 
wonnenen Mesobiliviolin sehr ahnlich. Die Kotsubstanz und ihre 
Losungen sind allerdings nicht so blauviolett, wie dies beim Meso- 
biliviolin der Fall ist. Die Lésungen sind réthehbraun mit ememn 
Stich in Violett. Die Substanz ist zweifellos fiir die obenerwaéhnte 
rotblaue Farbe der Salzsiure- und Chloroformlésungen verantwort- 
lich. Spektroskopisch ist sie dem Mesobiliviolin noch abnlicher, 
denn beide Substanzen besitzen die Absorptionsstreifen ber 600 und 
500 mu. Der ber etwa 560my legende schwachere Streifen des Meso- 
biliviolins ist ber der Substanz aus Kot nicht beobachtet worden. 
Beide Substanzen zeigen in alkoholischer Zinkacetatl6sung eine 
Intensive vrine Fluoresecenz, welche aber dunkler oder sehmutziger 
ist als die hellgriine Fluorescenz des reinen Stereobilins. Spektro- 
skopisch sind die fluorescierenden Losungen sehr ahnlich. Wegen 
dieser Ahnlichkeit ist die Kotsubstanz als Kopromesobiliviolin be- 
zeichnet worden, obwohl sie mit dem von H. Fiseher und Nie- 
mann!) besehriebenen Mesobiliviolin héchstwahrschemlich nieht 
identisch ist. Das Kopromesobiliviolin schmulzt unscharf ber 164 
bis 172° (Sintern bei 117°). Ob das WKopromesobiliviolin§ primir 
oder sekundér entsteht, kann noch nicht entsehieden werden. 
Den charakteristischen Absorptionsstreifen ber 600 mye sieht man 
velegentleh im frischen alkoholischen oder Eisessigldsungen von 
frisch entleertem Wot, jedoch ist er zunichst verhaltnismaibig selir 
schwach, zeigt dann beim Stehen eine zunehmende Starke. 

Das Kopromesobiliviolin steht zum Stereobilin’ zweifellos in 
enger Verwandtsehaft. Die niehstliegende Annahme war die eines 
Oxvdationsprodukts des Stereobilins, weil auch bei der Salpeter- 


1) Diese Z. 137, 292 (1924). 
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c reoxydation des Stereobilins zuerst der Streifen bei GOO mais 

‘tritt. Spater aber ist muir zufilligerweise die Rickverwandlung 
des Kopromesobiliviolins in’ krystallisiertes Stereobilin  gelungen 
vid zwar fand diese Verinderung dureh eimfache Kisenchlorid) HCI- 
bhehandlung statt. Die so gewonnene schon krvstallisierte Substanz 
wurde in hebenswiirdiger Weise von Herrn Prof. Dr. Steimimetz 
mit dem krystallisierten Sterecobilinchlorhydrat durch krystallo- 
vyraphische Messung identifiziert.. Die Umwandlung ber der Hisen- 
chlorid-HCl-Behandlung scheint fast quantitativ zu sem. Danach 
verschwindet der Streifen ber 600 mya und die Lésungen haben nun- 
mehr die fiir das Stercobilin charakteristische gelbe Farbe. Jedoeh 
ist die Ausbeute nicht gut, weil aus der salzsauren Losung mit 
Chloroform die Extraktion nur schlecht gelinet. Weitere Unter- 
suchungen, wie schon in der I. Mitteilung erwahnt, hatten das Ziel, 
aus Mesobihrubimogen oder Bilirubin dureh Reduktion und Oxy- 
dation krystallisiertes Stereobilin zu erhalten, fulirten aber nur zu 
kugeligen, dem Mesobiliviolin ahnhehen Substanzen. [eh hoffte 
nun dureh Eisenehlorid-HCl-Behandlung eime Rickverwandlung 
einer solehen Substanz in Stercobilin zu erzielen: jedoch ist) keime 
Krystallisation Iiernach eingetreten. 

Das Kopromesobiliviolin bildet eme  blauviolette  hkupfer- 
verbindung, spektroskopiseh dureh zwei Streifen ber etwa 640 mia, 
sowie 500) ausgezeichnet, von denen der Rotstreifen besonders 
charakteristisch ist. Die Analyse stimmt am besten auf die Forme! 
Co Hyg NyOgCu,. Hiernach sowie angesichts der leichten Riiek- 
verwandlung des Kopromesobiliviolins in Stercobilin mub zwischen 
den beiden Korpern entweder [somerie oder Polymerie bestehen. 

In der friiheren Literatur ist das Vorhandensein von Chole- 
cyanin baw. Biheyanin von Heynsius und Campbell), 
ov. Miller’), Huppert), spater Lohriseh?) in mensehlichem 
Kot erwihnt worden. Diese Substanz war mit dem dureh in 
vitro-Oxydation des Bilirubins erhaltenen Biligyanin vermutlich 
identiseh. Sie war dureh einen Streifen im Rot, sowie den gewohn- 
lichen Urobilinstreifen charakterisiert. H. Fischer und Adler) 
haben neuerlich die vom Bilirubin erhaltene krystallisierte blaue 
Oxydationsstufe untersucht und wegen ihres Befundes ist) eine 


') Arch. f. Physiol. 4, 520 (1871). 

*) Virchows Arch. 181, Beibl. S. 106 (1893). 

’) Analyse des Harns, Wiesbaden IS98. 

') Abderhaldens Handbuch der Biochemie Abtly. LV. 
°) Diese Z. 206, 187 (1932). 
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solche Identitat unwahrscheinlich. [és ist aber wohl mégheh wegey, 
der spektroskopischen Ahnlichkeit, daB das friiher beschriebene iy 
der Natur vorkommende Cholecyanin mit dem Kopromesobili- 
violin identiseh ist. 

Kopronigrin. In der I. Mitteilung wurde eine im mensehlieher 
Kot regelmibig vorkommende schwarze Substanz erwahnt. Diese 
zeigte weder Fluoreseenz mit Zinkacetat noch EKhrlichsche Reak- 
tion nach der Amalgamreduktion. Auberdem war sie dureh ihre 
verwaschene Absorption von 500 my blauwirts und ihre Chloro- 
formunloslichkeit ausgezeichnet. Diese Befunde sind wiederholt 
bestitiet worden. Doch ist die Zusammensetzung, auch der Ur- 
sprung dieser Substanz noch unklar. Fir die weitere Bezeichnung 
und Diskussion der Substanz schlagen wir den Namen_ ,,Kopro- 
nigrin’” vor. 

Das Kopronigrin zeigt mit Zink keine griine Fluorescenz, son- 
dern faillt fast quantitativ als Zinkverbindung aus der alkoho- 
lischen Losung aus. Nach wiederholter Reinigunge dieser Art wurde 
die Substanz in Methylalkohol weniger loslich. Naeh Eindampfen 
der methylalkoholischen Lésung fiel das Kopronigrin in Kugeln aus. 
Wiederholte Umlésung, auch Versuche aus Wasser, Pyridin— Wasser, 
Pyridin. Ather und Eisessig eine Krystallisation der freien Substanz 
zu erziclen, sind bis jetzt erfolglos gewesen. Sowohl mit Zinkstaub 
wie mit Natriumamalgam laiBt sich eine farblose Lésung erzielen, 
die aber keme EKhrlichsehe Reaktion gibt. Diese tritt erst auf 
nach  Hisessig-Jodwasserstoffreduktion. Offenbar  erfolgt — eine 
Spaltung zu einfachen Bausteinen, die, in der tblichen Weise ver- 
arbeitet, in eime basisehe und saure Fraktion gesehieden werden 
konnten. Die saure Fraktion gibt anfangs eine starke Khrliehsche 
Probe. Nach Stehen itber Nacht (auch im Vakuumexsikkator) wird 
die Losung allmihlieh dunkel unter Versehwinden der Ehrlich- 
schen Reaktion und Erscheinen eines kopromesobiliviolinéhniichen 
Spektrums (Absorptionsstreifen bei etwa 600 und 500 my). Ver- 
mutlich ist hier wegen dieser Empfindlichkeit kee Krystallisation 
erzielt worden. Die basische Fraktion zeigt nie eine Ehrlichsche 
Reaktion, sie besitzt einen eigenartigen Geruch. Eine geringfiigie 
Kristallisation ist einmal erzielt worden. Die farblosen Kristalle 
waren in Ather und Chloroform gut léslich, lieBen sich aus Chloro- 
form—Petrolither umkrystallisieren. Sie ergaben weder Indol- noch 


Sterireaktionen. 
Bei der Amalgamreduktion des Kopronigrins fand mehrmals 
aus dem Restither Krystallisation von farblosen Krystallen sta‘t. 
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|) ose geben keine positive Ehrli¢hsche Reaktion und sind reeht 
| stiindig. Ob sie daher die Leukoverbindung des WKopronigrins 
sid, bleibt dahingestellt. Auffallenderweise trat ber Benttzung 
yon Weinsiure zum Ansiuern der alkalischen farblosen Losung 
vermehrte Krystalhsation ein, die vielleicht eme Weimsiuremolekul- 
vorbindung darstellt. Diese lieB sieh ber 140° im Vakuum umsubli- 
mieren und sechmolz seharf ber 130--131° Ob diese Substanz als 
Spaltungs- oder Reduktionsprodukt anzusehen ist und in welchen 
Beziehungen sie zu der obigen, nach der Jodwasserstoffsiurebehand- 
lung erhaltenen basischen Substanz steht, ist bis jetzt micht klar. 
Die Analysenwerte des Zinksalzes und des nach der Zinksalz- 
zerlegung erhaltenen freien Kopronigrins stimmen am besten mit 
der Formel Cy,H;,N3,0,,Zn, und C,,H;.N.,0,, tiberem. Eine solehe 
Formel kénnte wohl eine Verbindung zwischen eimem vier Pyrrol- 
kerne enthaltenden Gallenfarbstoffderivat und emer — stickstoff- 
freien Substanz anderen Ursprungs sein. Dartiber kann nur der 
\bbau gréBerer Mengen WKopromgrins WKlarheit) bringen, was ich 
sobald wie mégheh durehzufiithren hoffe. Das Wopronigrin tritt 
in emer Ausbeute von 60—100 mg pro 500 ¢ Wot auf, wihrend 
Stercobilinchlorhydrat und Kopromesobiliviolin nur je 400-70 mg 
ausmachen (fiir die praparative Darstellung wurde sowohl normaler 
wie pathologisecher Kot beniitzt. Kin wesentlicher Untersehied im 
Stercobilingehalt konnte mieht mit Sicherheit festgestellt: werden). 
Hier scheimt deshalb das weitere Studium des Kopromgrins von 
besonderer Wichtigkeit zu sein. 

Beziighch des Vorhandenseins von Porphyrinen in mensch- 
lichen Kot ist Deuteroporphyrin-dimethylester nochmals krystalli- 
siert erhalten worden (Sehmelzp. 223°. Misehschmelzpunkt mut 
reinem Deuteroester, dem normalen Héimin entsprechend, gab keine 
Depression). Der Patient war ein Fall perniciéser Anime, der unter 
dem EinfluB der Lebertherapie stand, so daB es wohl moglich ist, dab 
das Deuteroporphyrin durch Abbau des in der Leber vorhandenen 
Hamoglobins im Kot auftrat. Beziigheh der Deuteroporphyrin- 
extraktion war es auffallend, da® verhéltnismiBig viel noch in 
ersten Hisessig-Atherextrakt blieb, vermutlich wegen des Kin- 
Hlusses mancherlei Verunremigungen. ‘Trotz seimer sehr niedrigen 
Salzsiurezahl (0,2°/5) wurde das Deuteroporphyrin durch wieder- 
holte 25° ige HCl-Extraktion nicht voéllig aus dem ersten Ather- 
extrakt entfernt. Dazu muBte der Ather fast vollkommen weg- 
vedampft werden und der zurii¢ckbleibende Eisessig mit) Wasser 
verdinnt, wobei Fettséuren, Koprosterin, Chlorim und eine noch 
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nicht emgehend studierte Substanz mit Absorption bei etwa 650 1. 
ausfielen. Das Deuteroporphyrin blieb in der waBrigen Loésuney, 
welche noch etwas HCI enthielt und konnte durch Abstumpfen der 
Salzsiiure- und Atherextraktion vollkommen entfernt werden. Dic 
weitere Remigung geschah ohne Schwierigkeit naeh der in’ dey 
|. Mitteilung beschriebenen Fraktionierungsmethode. 


Versuche. 
Trennung des _ Stercobilinchlorhydrats von Kopromesobiliviolin. 
Beider Mssigesterkrystallisation des Stercobilinchlorhydrats !) bleiben 


die Krystalle verhiltnismibie locker im WKolben. Das kugelige 
Kopromesobiliviolin haftet aber meist fest am Glas und so wurde 
mechanisch eme unvollkommene Trennung erzielt. Die ersten. so 
erhaltenen hellbraunen Krystalle wurden aus Essigester in derselben 
Weise umkrystallisiert. Die Krystalle wurden aus heibem Chloro- 
form 2 8mal umgelést, bis die hellgelbe Farbe sich nicht mehr 
inderte. Die Chloroformumkrystallisation geschah dureh eimfache 
Losung in klemen Mengen heiBben Chloroforms, sowie Filtrieren. 
Nach der ersten WKrystallisation erfolete durch Eindampfung der 
Mutterlauge eme zweite Abscheidung. Das so erhaltene Stereco- 
bilinehlorhydrat zeigt keme Absorption im Rot; der emzige Streifen 
Ist 503.2 489,0. Kine alkoholische Zinkacetatl6sung besitzt auch 
496.1 
einen Streifen 517,1—467,6. Das kugelige Kopromesobiliviolin lift 
492.3 

sich aus Mssigester oder Kssigester-Chloroform umfallen, doch nicht 
wnkrystallisieren und seme Losung zeigt zwel Streifen: 








1. 610,9-—593.5: IL. 513,6--465.5. In einer alkoholischen Zinkacetat- 
602.1 489, 1 
ldsung sind drei Streifen vorhanden: IL. 641,.4—625.7: Il. 594,3—575,s;: 
633.6 585.0 
I1l. 515.8 460.2. Beobachtete Maxima: 602,1, 489,1 bzw. 633.3, 587.s. 

















{88.0 

$90.9. [Das von H. Fischer und Niemann. beschriebene Mesobiliviolin 
zeigte folgende Absorption: I. Max. 606.5; II. Max. 560,6 (schwach); IIL. 
Max. 498.3. Die griin fluoreszierende Zinkacetatlésung hatte drei Streifen: 
I. Max. 625.5; Il. Max. 573,2; Tl. 519,7——466,4. | 

Salpetersaureoxydation des Stercobilins. 10 mg Stercobilinchlorhydrat 
wurden in n/1l0-Natronlauge gelést, die L6sung mit Eisessig eben angesauert 
und wiederholt mit kleinen Mengen Chloroform ausgezogen. Das Chloroform 
wurde im Vakuum abgedampft und der Riickstand, der etwa 6mg wes. 


|) Diese Z. 204, 59 (1982). 
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wurde in 1,5 ccm rauchender Salpetersiure gelést. Nach Stehenlassen tiber 


' Nacht wurde die Salpetersiure mit Wasser verdiinnt und sechsmal aus- 


geathert. Die atherische Lésung wurde zweimal mit Sodalésung, dann mit 
Wasser gewaschen, filtriert und iiber Pottasche getrocknet. Endlich wurde 
zur Trockene eingedampft und der Riickstand in einem in der Mitte ver- 
engten, im Vakuum zugeschmolzenen Reagenzglas zum Zweck des Subli- 


'mierens vier Stunden auf 70° erhitzt: Weder bei dieser Temperatur noch 
' beim Erhitzen bis auf 130°, unter welchen Bedingungen Methylathylmalein- 
' imid stets sublimiert, konnte Krystallisation beobachtet werden. Der Nach- 


weis des Methylathylmaleinimids muB daher als miBlungen angesehen werden. 


Amalgamreduktion des Stercobilins, sowie Oxydation des Reduktions- 
produktes mit Chromsaure in Eisessig. In Vorversuchen gelang 
es mir nach der von H. Fischer angegebenen Mesobilirubi- 


' nogengewinnungsvorschrift aus Bilirubin schon bei Verwendung 


yon 10 mg Bilrubin die charakteristischen Mesobilirubinogen- 
krystalle zu erhalten. Hiernach wurden 15 mg Stercobilinchlor- 
hydrat in 4—5 com n/10-Natronlauge gelést, mit 2com Wasser 
verdiinnt und auf einer Schiittelmaschine mit 1 g 5°/,igem Natrium- 
amalgam 1 Stunde lang geschiittelt. Die farblose Lésung wurde mit 
verdiinnter Schwefelsiure eben angesiuert und 6mal mit Chloro- 
form ausgezogen. Die Chloroformlésung wurde durch mit Chloro- 
form gefeuchtetes Filtrierpapier 2mal filtriert und im Vakuum bis 


zu einem kleinen Volumen schnell eingedampft. Dieser Sirup wurde 


in die 20fache Menge Petrolather gegossen und die Lésung vom aus- 
flockenden Material rasch abfiltriert. Das Filtrat zeigte eine sehr 


intensive Ehrlichsche Reaktion. Es wurde im Vakuum zur Trockene 


schnell eingedampft und der farblose, nicht krystallisierte Riick- 
stand wurde in etwa 1 ccm Essigester gelést. Nach Stehenlassen 
iiber Nacht im Vakuum (Dunkelheit) kam aber im Gegensatz zum 
Bilirubinkontrollversuch keine Krystallisation zustande. Die Leuko- 
verbindung des Stercobilins zeigt also nicht die gleiche Krystalli- 
sationsfahigkeit wie Mesobilirubinogen. Dagegen gab eine auf einem 
Glasstab fast unsichtbare Spur des gelben Riickstandes eine an- 
scheinend noch intensivere Khrlichsche Reaktion als beim Kon- 
trollversuch des Bilirubins. 

Vorversuche mit Mesobilirubinogen hatten schon gezeigt, daB 
bei der Chromséure-Hisessigoxydation Methylathylmaleinimid und 
Himatinséure noch bei der Anwendung von 10mg des ,,gens‘ 
nachweisbar waren. Der Riickstand vom obigen Reduktionsversuch 
wog ungefahr 10 mg. Er wurde in 8—4 ccm einer 10°/,igen Chrom- 
siure—Hisessiglésung gelést, wobei sich ein schwer lésliches Chromat 
bildete, welehes durch Erhitzen und Umrihren auf dem kochenden 
Wasserbad wieder gréBtenteils in Lésung gebracht wurde. Nach 
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Stehenlassen iiber Nacht wurde der Kisessig im Vakuum vollkommen 
weggedampft. Der Riickstand wurde in 10°/jiger Schwefelsaure 
gelést und diese Lésung 10mal ausgeiithert. Die atherische Lésung 
wurde 4mal mit Sodalésung ausgeschiittelt und diese saure Fraktion 
wurde dann durch Anséuern mit verdiinnter Schwefelséure zuriick 
in den Ather getrieben. Die zwei itherischen Fraktionen wurden 
iiber Natriumsulfat getrocknet und deren Riickstande, wie fiir dic 
Salpetersiureoxydation oben beschrieben, im Vakuum zur §ubli- 
mation erst bei 70°, dann bei 120° einige Stunden erhitzt. Nur in 
der sauren Fraktion fand bei 120° Sublimation von Krystallen statt, 
die wahrscheinlich Haimatinsiure sind. 
Eisessig-Jodwasserstoffsaurereduktion des Stercobilins. Die von 
H. Fischer und Rése!) fiir die Darstellung der Bilirubinsiure 
beschriebene Behandlung des Bilirubins wurde zur Fahndung auf 
Bilirubinsiure als Spaltprodukt wie folgt durchgefiihrt: 40 mg 
krystallisiertes Stercobilinchlorhydrat wurden in 2cem Eisessig 
gelost und mit 1 eem Jodwasserstoffsiure 40 Minuten im siedenden 
Wasserbad erhitzt. Nach der tiblichen Phosphoniumjodidbehand- 
lung, der Verdiinnung mit Wasser, der Abstumpfung mit Natron- 
lauge bis zur essigsauren Reaktion und der Ausschiittelung mit Ather 
wurde die atherische Lésung durch Natriumbicarbonatausschiitteln 
in eine saure und eine basische Fraktion getrennt. Letztere wurde 
angesiuert und mit Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroform- 
losung wurde von dem die Khrlichsche Reaktion gebenden Pyrro! 
durch Auskuppelung mit Diazobenzolstlfosiure befreit und in 
Vakuum bis fast zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde 
in 5°/pigem Natriumbiecarbonat gelést, mit verdiinnter Schwefel- 
siiure angesiuert und wieder in Chloroform getrieben. Endlich 
wurde diese Lésung in der iiblichen Weise mit Petrolather behandelt, 
wobei eine Krystallisation vom Habitus der Bilirubinsiure statt- 
fand. Eine Umkrystallisation konnte nicht erzielt werden. Die 
basische Atherfraktion gab eine intensive Ehrliehsche Reaktion. 
Die im Vakuum eingedampfte Lésung wurde mit Chlormethylather 
und wenig Salzsaure behandelt, zeigte aber nicht das bei Vorhanden- 
sein von Opsopyrrol auftretende Atioporphyrinspektrum. 
Verhalten des Stercobilinchlorhydrates gegen Bicarbonat, sowie 
Beobachtung des von Garrod und Hopkins beschriebenen ,,E‘‘*-Streifens. 
Aus Chloroform in grofen Prismen umkrystallisierte Chlor- 
hydratkrystalle entwickelten in Bicarbonat schwache Gasblasen 
(CO,). Bei Biearbonatreaktion ging nichts in Chloroform, nacli 


1) Diese Z. 82, 391 (1912). 
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at Ansiuern mit Eisessig dann der gréBere Teil. In der Mutter- 
° lauge war deutlich ein Doppelspektrum zu erkennen. Maximum I: 
533.0; II: intensiver Urobilinstreifen 511—450. Im Chloroform in 


| Bator ce: 


480,5 
verdimnter Lésung war ein schirferer Urobilinstreifen zu beob- 
achten: 509—492. Bei Konzentrationserhéhung, so daB die End- 


—_——- a 


. 500,5 
absorption auf 510 sich verschob, war der oben beschriebene Streifen 

(533) nicht sichtbar. Bei wiederholter Chloroformausschittelung der 

angesiuerten Bicarbonatlésung extrahierte das Chloroform quanti- 
tativ die Farbe und durch diese Behandlung verschwand der 

Streifen bei 533 in breiter Schicht vollkommen. 
Darstellung des freien Stercobilins, sowie nochmalige Analyse des 
Chlorhydrates. 30 mg _ wiederholt aus Chloroform umkrystalli- 
siertes Chlorhydrat wurde in wenig n/10-Natronlauge geldst. 
| Diese Lésung wurde mit Eisessig eben angeséiuert und mehrmals 
mit kleinen Mengen Chloroform ausgezogen. Die Chloroformlésung 
wurde zweimal durch mit Chloroform angefeuchtetes Filtrierpapier 
filtriert und im Vakuum eingedampft, wobei eine reichliche Krystalli- 
sation von langen, gelben Prismen entstand. Ausbeute: 22 mg. 
Die Beilsteinprobe bei dieser Substanz war negativ, beim Chlor- 
hydrat aber deutlich positiv. Die aus Chloroform umkrystallisierte 
Substanz wurde bei 60° im Vakuum konstant getrocknet. 

4,170 mg Substanz gaben 9,840 mg CO,, 2,755mg H,O, Asche 0. — 

4,002 mg Substanz gaben 0,333 cem N (18°, 725 mm). 

CysHyN,O, Ber. C 63,4°, HH 7,05,  N 8,979/, 

Gef. .,, 64,3 a to » 220 


Wiederholt aus Chloroform umkrystallisiertes Stercobilinchlorhydrat 
wurde zur nochmaligen Analyse bei 60° konstant getrocknet. 


4,530 mg Substanz gaben 10,095 mg CO,, 2,995 mg H,O (1,4°/, Asche). 
— 2,958 mg Substanz gaben 0,226 cem N (20°, 717 mm) (1,4°/, Asche). — 
4.260 mg Substanz gaben 1,040 mg AgCl (1,4°/, Asche). 5,150 mg Sub- 
stanz gaben 1,320 mg AgCl (1,4°/, Asche). 
C.,H,;N,0,Cl Ber. C 60,8°/, H 6,7°/, N 8,34°/, Cl 5,2°/, 
Gef. ,, 60,78 se ian » 8,40 », 6,04, 6,34 
Farbstarke des Stercobilins. 1,130 mg Stereobilinchlorhydrat 
wurden in 800 cem Alkohol gelést. 5 com dieser Losung wurden 
mit 5eem alkoholischer Zinkacetatlésung und wenig verdiinntem 
Ammoniak versetzt und bis auf 100 cem verdiinnt. Fluorescenz 
war noch eben sichtbar bei einer weiteren Verdiinnung von 10 cem 
dieser Lésung 0,00187 mg Stereobilin entsprechend bis auf das 
R * 
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zehnfache. Die Fluorescenzstaérke wurde also zu 1 mg in 58 Liter 
festgestellt. 

1,023 mg Fluorescein wurden in 100ccm Wasser gelost. 
10 com dieser Lésung, 0,1023 mg entsprechend, wurden bis auf 
100 com verdiinnt. Verschiedene noch weitere Verdiinnungen 
wurden mit eimer von der obigen Standardlésung bereiteten 
Stercobilinlésung, die 0,0753 mg pro 100 ccm enthielt, beziiglicl: 
ihrer Fluorescenz verglichen. 10 cem der verdiinnten Fluorescein- 
lésung bis auf 50 cem verdiinnt war noch etwas starker, ver- 
diinnt bis auf 60 ccm etwas schwicher. 10 com bis auf 55 cen 
verdiinnt, 0,0186 mg Fluorescein in 100 cem entsprechend, war 
annihernd gleich. Die Fluorescenzstirke des Fluoresceins ist also 
ungefihr viermal so groB wie die des Stercobilins. 

1,180 mg Stercobilinchlorhydrat wurden in 800 cem Alkohol 
gelést. Diese Lésung entspricht 0,000003 767 g pro Kubikzentimeter. 
Nach der Formel ¢ = log tang 4 oe “2 wurden die e-Werte 
fiir verschiedene Wellenlingen von 4 643—465 fiir diese Lésung 
spektrophotometrisch gemessen. Dazu diente ein Kdénig- 
Martens’scher nach Martens und Grinbaum modifizierter 
Spektrophotometer (Sohmidt und Haensch, Berlin). Als Licht- 








~~ 














[65 i——» 550 500 450 
Fig. 3. 


quelle wurde eine Punktlichtlampe benutzt. Die Schichtdicke ,,d° 
war 10cm. Auch die e-Werte fiir eine Verdiannung dieser Lésung 
auf c = 0,000001883 g pro Kubikzentimeter wurden gemessen. 
Die Kurven fiir diese zwei Konzentrationen sieht man in Fig. 3. 
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Die Absorptionskurven zeigen bei 495 mu eine Knickung, die dem 
mit dem §Spektroskop beobachteten Absorptionsmaximum ent- 
spricht, jedoch sind keine Gipfel zu sehen. Die e-Werte von 
weiteren vier Verdiinnungen wurden auch bei 495 mu gemessen 
und die Absorptionsverhaltnisse fiir alle sechs Lésungen be- 
rechnet. Ein Beispiel der Berechnung ist folgendes: 


Durchschnitt des in vier Quadranten abgelesenen a, = 69° 16’ 





9 99998 ” ” Lo = 28° 0’ 
° nin ° eae TOF 
» =x OB tango, — log tang: a, _ 10,4810 — 9.7256 _ » osoges 
d 10 
0,000003 767 , 
c=e°'A, A=-— 0,069623 > 0,000 054 10. 


Die sechs fiir verschiedene Verdiinnungen berechneten A-Werte sind: 
0,00005410 (c = 0,000003767) 
0,00005169 (c = 0,000001883) 
0,000057 81 (¢ = 0,000001 258) 
0,00004863 (c = 0,000000 753) 
0,00005753 (c = 0,000000565) 
0,00005659 (c = 0,000000376) 
A = 0,00005439 (Durchschnitt) 

Riickverwandlung des ,,Kopromesobiliviolins‘‘ in krystallisiertes 
Stercobilinchlorhydrat. 0,120 g des Kopromesobiliviolins wurden 
in 15 com 25°/,iger HCl gelést und mit 5 com einer in 
25°/,iger HCl konzentrierten Eisenchloridlésung versetzt. Es fiel 
eine dunkelbraune Eisenverbindung der Substanz sofort aus. 
Nach 80 Minuten im siedenden Wasserbad bei hiufigem Um- 
riihren ist der Niederschlag wieder zum gréBeren Teil in Losung 
gegangen. Die Farbe der Lésung hat jetzt den Stich ins Rot-Blau 
verloren, sie war tief gelb. Sie wurde heif filtriert, nach Stehen- 
lassen ttber Nacht mit Wasser verdiinnt und mit Chloroform 
wiederholt ausgeschiittelt. Die Chloroformlésung wurde durch 
mit Chloroform gefeuchtetes Papier zweimal filtriert, bis auf ein 
klemes Volumen eingedampft und das Stercobilin mit verhaltnis- 
maBig viel Petrolither ausgefillt. Dann wurde es wie in der 
I. Mitteilung beschrieben, aus heiBem Essigester umkrystallisiert. 
Ausbeute 45mg. Die Krystalle leBen sich gut aus Chloroform 
umkrystallisieren. Auch bei kleineren Ansitzen des Kopromeso- 
biliviolins ist diese Methode wiederholt mit Erfolg durchgefiihrt 
worden. 

Versuch, aus Bilirubin das Stercobilin zu gewinnen. 0,2 ¢ Bili- 
rubin wurden nach der von H. Fischer fiir die Darstellung 
des Mesobilirubinogens beschriebenen Methode behandelt. Der 
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Chloroformauszug wurde einige Tage im Tageslicht stehen ge- 
lassen. Die Khrlichsche Reaktion war noch schwach positiv. Die 
Losung wurde mit 25°/jiger HCl wiederholt extrahiert. Die Salz- 
siureldsung wurde mit Wasser verdiinnt und wiederholt mit 
Chloroform ausgezogen. Das Chloroform wurde bis zu einem 
klemen Volumen eingedampft.und mit verhaltnismaBig viel Petrol- 
ither versetzt. Der Niederschlag wurde wie bei der Stercobilin- 
krystallisation in heiBem Essigester gelést und die Lésung ein- 
gedampft. Beim Abkihlen fiel eine dem Kopromesobiliviolin ahn- 
liche kugelige Substanz aus, welche zwei Absorptionsstreifen be- 
sitzt; I. 606,6—592,2; II. 516,1—455,8. Sie wurde in 10 ccm 


598,4 © 485,9 

25°/jiger Salzsiure gelést. Die Lésung wurde mit 5 ccm einer 
konzentrierten 25°/jigen HCl-Lésung von Eisenchlorid versetzt, 
wobei ein flockiger Niederschlag ausfiel. Dieser wurde beim Er- 
hitzen im Wasserbad zum groBen Teil in Lésung gebracht. Nach 
dem heiSen Filtrieren, Abkithlen und Verdiinnen mit Wasser wurde 
im Gegensatz zum obigen Versuch sehr wenig Substanz mit Chloro- 
form ausgezogen. Die Farbe des Auszugs war noch rotlich und 
nach der Petrolatherausfillung ist der Essigester-Krystallisations- 
versuch erfolglos gewesen. 

Kupferverbindung des ,,Kopromesobiliviolins’. 0,04 mg Kopro- 
mesobiliviolin wurden in 10ceem Methylalkohol gelést und mit 
5 ecm einer konzentrierten methylalkoholischen Lésung des Kupfer- 
acetats versetzt. Die schéne violette Lésung wurde etwas ein- 
gedampft und etwas heiBer Essigester zugefiigt. Beim Eindampfen 
und Abkiihlen kam wie bei einer Krystallisation das Kupfersalz 
des Kopromesobiliviolins aus. Ob das so erhaltene Material als 
krystallisiert anzusprechen ist, ist nicht sicher. Die Substanz lief 
sich aus Methylalkohol umlésen. Jedoch erschien immer, auch 
bei ganz langsamem Eindampfen des Alkohols, die Substanz in 
sehr kleinen §Stibchen. §ie schmolz unscharf von 182—190°. 
Die aus Alkohol umgeléste, bei 70° im Vakuum konstant ge- 
trocknete Substanz ergab folgende Analyse: 

3,895 mg Substanz gaben 7,425 mg CO,, 2,065 mg H,O, 0,805 mg CuO,. 

C33H4y)N,O,Cu, Ber. C 52,80°/, H 5,34°/, Cu 16,90°/, 

Gef. ,, 51,99 » 9,93 » 16,50 

Zinkverbindung des ,,Kopronigrins“. Bei der Darstellung des 
Stercobilins erscheint das Kopronigrin im ersten Chloroformextrakt 
nach Abstumpfung der Salzsiiure.') Ein zweiter geringer Anteil 








1) Vgl. I. Mitteilung, S. 64. 
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wird aus der Chloroformlésung mit 25°/,iger HCl extrahiert und 
hieraus nach Abstumpfung mit Ather gefallt. Diese Niederschlige 
wurden in verdiinnter Natronlauge gelést und die Lésung filtriert. 
Beim Ansiuern mit Eisessig fiel die Hauptmenge der Substanz 
als flockiger Niederschlag aus. Dieser wurde abfiltriert und im 
Vakuum getrocknet. Nach Waschen mit Ather und Chloroform 
wurde die Substanz in Methylalkohol gelést und nach dem Er- 
wiirmen der Lésung etwas festes Zinkacetat zugefiigt. Beim Um- 
riihren der heiBen Loésung fiel die Zinkverbindung in Flocken aus. 
Nach einer Stunde §Stehenlassen wurde sie abfiltriert. Dieses 
Filtrat zeigte eine deutlich griine Fluorescenz, bedingt durch 
Spuren begleitenden Kopromesobiliviolins, méglicherweise auch 
Stercobilins. Die Zinkverbindung wurde mit Wasser, Methyl- 
alkohol und Ather gewaschen und in einer Reibschale zum Zer- 
legen des Zinksalzes mit 10°/,iger HCl gut verrieben. Dann wurde 
sie abfiltriert, mit Salzsiure und mit Wasser wiederholt ge- 
waschen. Die zinkfreie Substanz wurde nochmals in Methylalkohol 
celdst und wie vorher mit Zinkacetat versetzt. Das Zinksalz 
wurde abfiltriert (das Filtrat zeigte keine Fluorescenz mehr), mit 
Wasser, Methylalkohol und Ather gewaschen und bei 70° zur 
Konstanz getrocknet. 


4,501 mg Substanz gaben 8,665 mg CO,, 2,220 mg H,O, 0,771 mg ZnO,. 
— 3,840 mg Substanz gaben 0,132 ccm N (19°, 718 mm). 


CypH59N3014Zne 
Ber. C 53,00°/, H 5,30°/, N 4,40°/, Zn 13,68°/, O 23,50°/, 
Gef. ,, 52,50 » 5,50 » wee » 18,46 


Darstellung der freien Base des Kopronigrins. Das oben be- 
schriebene, zum zweitenmal gebildete Zinksalz wurde mit 10°/jiger 
HCl zerlegt, mit HCl und Wasser gewaschen und in verdiinnter 
Natronlauge gelést. Diese Lésung wurde mit Eisessig angesauert, 
der ausgeflockte Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen 
und endlich in Methylalkohol gelést. Beim Eindampfen des 
Methylalkohols und Zufiigen wenig heiBen Wassers fiel die Sub- 
stanz beim Abkihlen in Kugeln aus. Sie lieB sich gut aus Methyl- 
alkohol allein umldsen. Trotz verschiedener Versuche ist die 
Substanz nie krystallisiert erhalten worden. Sie schmilzt nicht 
und zeigt keinen Aschegehalt. Bei 70° konstant getrocknete 
Substanz wurde analysiert. 

4,791 mg Substanz gaben 0,235 cem N (18°, 723 mm) 

C,.H,.N3,0)4 Ber. N 5,10°/, Gef. N 5,40°/, 

Herrn Geheimrat Professor Dr. Hans Fischer bin ich fir 

gitige Unterstiitzung dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 
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Zur Kenntnis der Gallensduren. 
XXXYV. Mitteilung. 


Von 
Martin Schenck. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. April 1932.) 


Bemerkungen zur Konstitutionsfrage. 
Nach der letzten Verdéffentlichung von H. Wieland und 
Elisabeth Dane!) kommen bei dem gegenwiirtigen Stand der 
Forschung fiir Cholsiiure die folgenden 3 Struktursymbole in Frage: 

















CH-OH CH, 
H,C'* yyy ''C———CH, 
CH, | Iv >CH; 
, _aie 1 9 CH ——_CH—CH(CH,)- CH, CH, -COOH 
H,C? H °G——_..CH, 
i | II i 
HO-HC? sCH  ,CH-OH 
ing a 
OH, CH, 
HO-HC — CH—CH(CH,)-CH,+-CH,-COOH 
 Slaia ng 
H, (3 OH cH, \ 
| CH : 
HC, OZ : CH, 
H,C o——___—_—CH, 
| 
HO-HC CH CH-OH 
CH, 2 
1) Diese Z. 206, 243 (1932). 
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CH-OH  CH—CH(CH,)-CH,-CH,-COOH 
—— 








ii 
H,C CH CH, 
| CH, | oH | 
HC / es 3H 
ne ~C 7 = 
H,C H © CH, 
| | 
HO-HC CH CH-OH 
i er a 
CH, CH, 


Eine endgiiltige Entscheidung zugunsten der einen oder 
anderen Formel hat sich, wie die genannten Autoren hervorheben, 
his jetzt noch nicht treffen lassen. 

Auch die Untersuchungen, die im hiesigen Laboratorium an 
Qximen aus der Gruppe der Gallensiiuren ausgefiihrt wurden, sind 
nicht beweisend fiir eine der 3 Formeln, stehen aber meines Er- 
achtens am besten mit dem Synibol II in Einklang. Bei diesen 
Yersuchen, die gréftenteils gemeinsam mit H. Kirchhof angestellt 
und in dieser Zeitschrift?) mitgeteilt wurden, ergab sich, daf die 
3 Ketoximgruppen, die aus den 3 sekundiiren Alkoholgruppen des 
Cholsiuremolekiils durch Dehydrierung und Oximierung hervor- 
sehen, gegeniiber bestimmten Reagenzien ein verschiedenes Ver- 
halten zeigen. Bei allen bisher gepriiften Verbindungen, die die 
bezeichneten Oximgruppen — simtlich oder zum Teil — enthalten, 
werden namlich unter dem Einflu8 heiBer Schwefelsiiure die 
Ketoximringe I und II leicht im Sinne der Beckmannschen 
Umlagerung verindert, waihrend eine solche Umwandlung bei dem 
Ketoximring III nicht oder doch nur schwierig gelingt, nur in 
einem einzigen Falle hat sich iiberhaupt bis jetzt die Umlagerung 
des Ringes II erzielen lassen.?) Auch mit Salpetersiiure von 
Raumtemperatur reagieren die 3 Ketoximgruppen in verschiedener 
Weise. Verbindungen, welche eine NOH-Gruppe in 12-Stellung ent- 
halten, geben mit Salpetersiure blau- oder griingefirbte Liésungen, 
in denen Nitrosoverbindungen zugegen sind. Wir glaubten anfangs, 
daB der Ubergang in eine Nitrosogruppierung ein ausschlieBliches 
Vorrecht der 12-NOH-Gruppe sei, spiter wurde aber in zwei 
Fillen auch bei Kérpern mit 7-Stellung der Ketoximgruppe eine 
deutliche, anscheinend auch auf der Entstehung von Nitroso- 
verbindungen beruhende Griinfirbung beobachtet. Immerhin diirften 


1) Von Bd. 166 (1927) ab. 
2) Diese Z. 200, 41 (1931). 
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aber Oxime mit 12-Stellung der NOH-Gruppe zur Bildung relatiy 
bestiindiger Nitrosokérper besonders disponiert sein. Tatsiichlicl, 
gelang es auch bis jetzt nur bei Oximen der letztbezeichnetey, 
Art, in 3 Fiillen, gut krystallisierende, blaugefiirbte Nitroso- 
verbindungen zu isolieren.') Ob es sich bei der Entstehungsweise 
dieser Substanzen um eine einfache Isomerisation 


(—C(:NOH)— —» —CH(NO)—) 


handelt oder ob eine geringgradige Oxydation (Herausnahme von 
2 Wasserstoffatomen) anzunehmen ist, hat sich noch nicht mit 
voller Sicherheit feststellen lassen. Die gréSere Wahrscheinlichkcit 
hat die letztere Annahme, fiir die besonders die Tatsache spricht, 
daB die Bildung der Nitrosokérper nur unter dem EinfluB von 
Salpetersiiure, nicht von anderen Siiuren erfolgt (Dehydrierung) 
und daB sich umgekehrt eine Riickverwandlung der blaugefiirbten 
Substanzen in die Oxime nicht mit Eisessig allein, sondern nur 
mit Kisessig und Zinkstaub erzielen lift (Hydrierung). Auch diirfte 
gerade die Gegenwart einer Doppelbindung, die von dem die 
NO-Gruppe tragenden Kohlenstoffatom ausgeht, fiir die Bestindig- 
keit der Nitrosoverbindung von besonderer Bedeutung sein, denn 
sekundire Nitrosokérper lagern sich bekanntlich leicht in die ent- 
sprechenden Oxime um (—CH(NO)— —-» —C(:NOH)—). Nun 
befindet sich in dem Symbol I die Ketoximgruppe 12 zwischen 
einer Methylengruppe und einem quartiiren Kohlenstoffatom, eine 
Doppelbindung kénnte sich also nur zwischen C und C}® aus- 
bilden. Dann wire aber nicht recht einzusehen, weshalb die 
Ketoximgruppen 3 und 7 nicht ebenso leicht wie 12 in Nitroso- 
gruppen iibergehen, da sie doch auf beiden Seiten von Methylen- 
gruppen flankiert sind, Anders liegen aber die Verhiltnisse, wenn 
wir die Formel Il oder Ill zugrundelegen. Dann steht die 
Ketoximgruppe 12 in Nachbarschaft eines tertiiiren Kohlenstof- 
atoms und es ist verstiindlich, daB gerade der tertiiir gebundene 
Wasserstoff, der ja auch sonst durch eine gewisse Reaktions- 
fiihigkeit (verhiltnismiBig leichte Oxydierbarkeit) ausgezeichnet 
ist, zur Entstehung der Doppelbindung Anla& gibt. Man kann 
annehmen, daB hierbei zuniichst eine einfache Isomerisation und 
dann Dehydrierung eintritt, oder es erfolgt erst eine Abspaltung 
von Wasserstoff und hierauf Verschiebung von Bindungen nach 
dem Schema: 


') Diese Z. 208, 76 (1931). 


4 








LEED nat SRLS EE IEE EAN ah 


Pepin Oe arte 





A ARES a att is gta oak 





Cf 











NEL A eae CAPES ote hh RE a PG as 

















Zur Kenntnis der Gallensiiuren. 


NOH N—O N==O 
| — I! > | 
—C-—CH< ae ee 


In der 33. Mitteilung') ist gezeigt worden, daB der aus Bilian- 
siiureoximlactam bzw. aus der diesem Oximlactam entsprechenden 
\itrosoverbindung durch tagelange Kinwirkung von Salpetersiiure 
hervorgehende farblose Koérper C,,H,,N,0,, ein Aminonitril dar- 
stellt, dessen Entstehung aus der Nitrosoverbindung so zu erkliiren 
ist, dab, abgesehen von der Aufspaltung des Lactamringes, das die 
Nitrosogruppe tragende Kohlenstoffatom und das benachbarte 
(-Atom eine Nitrilgruppe und eine Carboxylgruppe bilden. Unter 
der Annahme, daB die Doppelbindung der Nitrosoverbindung 
zwischen ©!2 und C8 liegt, konnte man sich den letzteren Uber- 
gang etwa so vorstellen, da& unter Wassereinlagerung der Ring 
an der Doppelbindung zerreiBt und die hierbei gebildeten Gruppen 
—CH:O und —CH,-NO weiter veriindert werden, die Aldehyd- 
sruppe zur Carboxylgruppe dehydriert wird, die primiire Nitroso- 
vruppe aber iiber das Aldoxim unter Wasserabspaltung in die 
Nitrilgruppe tibergeht: —CH,-NO —-» —CH(:NOH) —> —OC:N. 
Nimmt man an, da die Doppelbindung in dem Nitrosokérper 
nach dem urspriinglich tertiiiren Kohlenstoffatom hin gerichtet 
ist, muB die Bildung des Aminonitrils etwas anders erkliirt werden, 
etwa so, wie es das folgende Schema wiedergibt: 





NO O N 
| 
CH,—C-—C— —> du—_d__cn_- (+9 . COOH N:C—CH— 


| Rte | 


Der Vollstindigkeit halber sei auch noch darauf hingewiesen, 
daB bei der Entstehung des Aminonitrils der Stickstoff der Nitroso- 
gruppe Beziehungen zu dem C-Atom 13 aufnehmen und mit diesem 
die Nitrilgruppe bilden kénnte, wiihrend die Carboxylgruppe dann 
aus dem Kohlenstoffatom 12 hervorgeht, ein Ubergang, der aber 
weniger wahrscheinlich sein diirfte. 

Nach dem oben Gesagten liBt sich das besondere Reaktions- 
vermégen der 12-Ketoximgruppe gegeniiber Salpetersiiure besser 
mit den Formeln IT und III in Einklang bringen als mit Forme} L. 
Zugunsten des Symbols II diirfte die Tatsache sprechen, da sich 
der Ketoximring III im Gegensatz zum Ketoximring I nur schwierig 
wnlagern 1iBt, ein Unterschied, der bei gleicher Gliederzahl der 


) Diese Z. 205, 76 (1932). 
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beiden Ringe weniger verstiindlich ist. Auf eine Ungleichheit der 
Gliederzahl scheint mir auch der Umstand hinzuweisen, daf bisher 


nur bei Ring III eine Verengerung (ohne Kohlenstoffabspaltung) 
beobachtet worden ist (Bildung der Cilianséure nach W. Borsche 


und R. Frank.}) SchlieBlich sei noch daran erinnert, daB auf 


Grund von Ergebnissen, die von A. Windaus und A. Dalmer? 
bei der thermischen Zersetzung der aus Ring I des hydrierten 
Cholesterins hervorgegangenen Dicarbonsiuren erhalten wurden, 
dieser Ring immer als Sechsring angesehen worden ist (unter der 
Voraussetzung, daB die Blancsche Zersetzungsregel auch fiir 
Dicarbonsiiuren der Sterin- und Gallensiiurereihe gilt). Aus all 
diesen Griinden méchte ich von den 3 zur Diskussion gestellten 
Formeln das Symbol II fiir das zur Zeit wahrscheinlichste *) halten. 


') Ber. chem. Ges. 60, 723 (1927). — Vgl. auch H. Wieland u. E. Dane, 
Diese Z. 206, 226 (1932). 

*) Ber. Chem. Ges. 52, 162 (1919). 

8) Alle angefiihrten Griinde lassen sich natiirlich auch vereinbaren mit 
der iilteren, von H. Wieland u. F. Vocke aufgestellten, von W. Borsche 
u. A. R. Todd [Diese Z. 197, 173 (1931)] akzeptierten Formel, die sich ja 
von Forme! II nur durch andere Stellung der Methylgruppe und der Seiten- 
kette an Ring IV (wie im Symbol I) unterscheidet. 
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Die aus Hefe und Reiskleie gewonnenen krystallinischen 
Praparate des Vitamins B I. 
Von 


A. G. van Veen. 


(Aus der Chem. Afdeeling van het Geneesktindig Labor. Batavia Centrum.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. April 1932.) 


Vor kurzem veroffentlichten Windaus und seine Mitarbeiter’), 
daB sie aus Hefe ein krystallinisches Chlorhydrat isoliert hiitten, 
das eine sehr groBe antineuritische W irksamkeit besitze, viel griBer 
als die der bisher aus Reiskleie gewonnenen krystallinischen Pripa- 
rate des B,-Vitamins. Prof.Windaus war so entgegenkommend, 
uus auf Verlangen 2 mg seines Priparates zuzuschicken, wofiir 
wir an dieser Stelle nochmals unseren Dank zum Ausdruck bringen 
michten. Wir waren infolgedessen imstande, mit Hilfe der uns 
zur Verfiigung stehenden Reisvégel die Wirksamkeit seines aus 
Hefe und unseres aus Reiskleie gewonnenen Priiparates zu ver- 
gleichen. Wir waren iiberrascht feststellen zu miissen, daB beide 
re genau dieselbe antineuritische Wirksamkeit besitzen, 

1. h, daB 0,3 mg im Tierversuch zu wenig und 0,4 mg eben hin- 
ile waren.”) Hieraus ersieht man, wie wenig zuy verliissig der 
Vergleich der Wuirkungswerte von B, -Vitaminpriparaten ist, 
wenn sie in verschiedenen Liindern durch verschiedene Forscher 
— und sei es auch nach der gleichen Methode — bestimmt wurden. 
Das Praparat von Windaus hat also dieselbe Wirksamkeit wie 
das schon 1926 von Jansen und Donath aus Reiskleie iso- 
lierte krystallinische Produkt.) Chemisch ist das Hefevitamin 
reiner; mit Quecksilbersulfat und Schwefelsiiure entsteht nimlich 
kein Niederschlag und die Paulyreaktion ist negativ. In bezug 
auf diese beiden Reaktionen stimmt es jedoch iiberein mit dem 
von uns aus Reiskleie hergestellten Priparat*), das wir nach einem 
Verfahren, das zum Teil von der von Jansen und Donath an- 


gewendeten Methode abweicht, gewonnen haben. Auch sonst 
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stimmt das Priparat von Windaus in seinen Eigenschaften yoll- 
kommen mit unserem iiberein®) (es tritt auch keine Erniedrigune 
des Mischschmelzpunktes auf) und dies gilt nicht nur fiir dic 
HCl]-Verbindung, sondern auch fiir die Goldchloridverbindung, das 
Pikrolonat usw. Unsere HCl-Verbindung ist jedoch in Athy). 
alkohol schlecht léslich, wihrend die von Windaus sich offenbar 
gut darin lést. Man kann also wahrscheinlich annehmen, daB (ie 
Vitamine aus Hefe und Reiskleie sich als identisch erweisen 
werden. Schwierigkeiten ergeben sich jedoch bei Betrachtung der 
Analysenwerte. Windaus und seine Mitarbeiter kamen zu dem 
Ergebnis, daB das aus Hefe gewonnene Vitamin Schwefel enthalte, 
Da einerseits Jansen und Donath s. Z. mitteilten, in ihrem 
Chlorhydrat nur die Elemente C—H—O—N und Cl gefunden zu 
haben *), wir selbst andererseits bis vor wenigen Monaten in unseren 
Laboratorium keine quantitative Mikroschwefelbestimmung aus. 
fiihren konnten, hatten wir diese Méglichkeit unberiicksichtigt 
gelassen. Wir haben uns bemiiht, diese Versiiumnis schnellstens 
einzuholen und _ tatsiichlich zeigte sich, daB unser Chlorhydrat 
etwa 9°/, Schwefel enthilt. 

Die friiher 5) als wahrscheinlich angegebene Formel (C,H, ,OjN,- 
HCl), muB also folgendermaBen berichtigt werden: C,,H,,0,N,‘- 
2HCI]. — Die gefundenen Werte der berichtigten Formel stimmen 
ziemlich genau mit den berechneten iiberein. Nebenbei sei be- 
merkt, daB die von Odake®) angegebenen Analysenwerte der von 
ihm aus Oryzanin gewonnenen Krystalle (die iibrigens noch dic 
Paulyreaktion gaben) recht gut mit den unsrigen iibereinstimmen. 
Er fand nimlich etwa 40,5°/, C; 5,5°/, H; 15,6°/, N; 21,39/, Cl. 
Weniger gut lassen sich die von Windaus aus der Analyse seines 
Pikrolonats fiir das Vitaminchlorhydrat berechneten Werte ver- 
eleichen; diese stimmen nach seiner Angabe besser mit der Forme!: 
C,,H,,ON,S iiberein. Um besser vergleichbare Analysenwerte zu 
hekommen, haben wir ebenfalls unser Chlorhydrat in das Pikro- 
lonat umgesetzt, dieses analysiert und daraus das Chlorhydrat 
wieder zuriickgebildet, jedoch ohne anderen Erfolg. Genau so 
wie unser bei verschiedenen Arbeitsgiingen und aus verschiedenen 
Portionen Reiskleie gewonnenes Chlorhydrat einigermaBen schwan- 
kende Analysenwerte ergibt, ist dies auch bei unseren allerdings 
stets bei 228—230° C unter Zersetzung schmelzenden Pikrolonaten 
der Fall. Auch nach dem Umkrystallisieren iinderte sich das 
nicht. Wir geben deshalb nur die mittleren Werte an: 

47,5—48,59, C; 4,5—5,0%, H; 20,0—20,55°/, N; 8,3—-3,5%, S. 
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Die aus Hefe u. Reiskleie gewonnenen krystallin. Priiparate usw. 


Windaus gibt an: 
48,89, C 4,49, H 196% N 4%, S. 


Dies ist mithin keine allzugute Ubereinstimmung. Fiir unsere 


Formel: C,,H,,O,N,S + 2(C,,H,N,O,;) berechnen wir: 
47,29°/, C 4,43°/, H 20,699/, N 3,94°/, S. 


Wir haben darauf das Chlorhydrat aus dem Pikrolonat regene- 
riert und umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt (250° korr.) und 
die tibrigen Eigenschaften blieben unveriindert. Beim Tierversuch 
mit Reisvégeln waren 0,4 mg gerade noch hinreichend, 0,3 mg 


vinzlich ungeniigend. 


Das Chlorhydrat wurde bei 60° im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet und enthilt noch immer einen Gliihrest.‘) 


3,380 mg Substanz gaben 4,970mg CO,, 2,000 mg H,0O. 


3400mg _s,, »  5,040mg , 1,915 mg_,, 
3,910 mg mn - 2,420 mg BaSO,; 

3,190 mg - - 0,449 cem N (28°, 751 mm). 
4,056 mg “ * 3,220 mg AgCl. 


C,,H,,0,N,S—2HCl 


Ber.  40,3°/, C 6,2°/, H 15,6 °/, N 8,9 °/, S 19,9 9%, Cl. 
Gef. 40,10, 40,43°/, C 6,62, 6,30°/, H 15,79°/, N 8,50, S 19,64°/, Cl. 


Nach nochmaligem Umkrystallisieren ergab sich: 
3,610 mg Substanz gaben 5,310 mg CO, und 2,000 mg H,0. 


2,888 mg - » 4300mg , , 1,585mg_ ,, 
3,355 mg * 5 0,473 eem N (30°, 751 mm). 
3,610 mg 9 » 2,310 mg BaSQ,. 


Gef. 40,2, 40,5°/, C 6,20, 6,14°/, H 15,75°/, N  8,79°, S. 


Wie man sieht, stimmen diese Zahlen sogar noch besser wie 
die in der vorigen Verdéffentlichung angegebenen mit der oben- 
stehenden Formel iiberein. Wenn man jedoch in Betracht zieht, 
da alle drei Priiparate, nimlich das urspriingliche Priiparat von 
Jansen und Donath, das von Windaus und unser eigenes den 
cleichen Schmelzpunkt (keine Erniedrigung des Mischschmelz- 
punktes!) haben, die gleiche antineuritische Wirksamkeit aufweisen 
und dennoch recht verschiedene Analysenwerte ergaben, so ist 
die gréBte Vorsicht bei der Festsetzung einer endgiiltigen Formel 
seboten. Das antineuritische Vitamin ist gegeniiber Mineralsiiuren 
nicht so empfindlich, wie man gewohnlich annimmt, und die salz- 
sauren Hydrolyseprodukte des Vitamins haben viele Kigenschaften 
init dem Vitamin gemeinsam. Die Reinigung und Konzentration der 
},-vitaminhaltigen Lésungen findet jedoch gewohnlich in saurem 
Milieu statt- Wir haben deshalb angefangen, uns mit der Unter- 
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suchung dieser Zersetzungsprodukte zu befassen.’) Durch diese 
nimlich ist das krystallinische Vitamin vielleicht am stirksten 
verunreinigt und von ihnen ist es am schwersten zu reinigen. 

Die in der vorigen Veréffentlichung beschriebenen EKigen- 
schaften des Vitaminchlorhydrats gelten auch fiir das aus dem 
Pikrolonat zuriickgewonnene Produkt. Auch dieses gibt mit Lauge 
eine voriibergehende Gelbfirbung und beim Erwiirmen mit Zink- 
staub eine sehr starke Fichtenspan-Reaktion; ebenso ist die Reaktion 
mit Nitroprussidnatrium und Ammoniak (nach dem Verfahren von 
Hopkins®) auch nach dem Hinzufiigen von KCN durchaus negatiy, 
Der Schwefel ist im Vitaminmolekiil offenbar anders gebunden 
als im Cystin oder Cystéin. 


SchlieBlich méchten wir an dieser Stelle unseren besten Dank 
aussprechen fiir die finanzielle Hilfe, die uns durch die K@6nigin 
Wilhelmina-Jubiliumsstiftung fiir unsere Untersuchungen zuteil 


wurde. 
Batavia Centrum, den 6. April 1932. 
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